
(57)【要約】

本発明は、前癌状態または早期癌状態と相関するグリコ

シル化の変化を検出するための超高感度法を提供する。

癌は検出が早いほど完全に回復する可能性が増加するの

で、本発明は、治療上有用な早期検出、診断、病期分類

および予後判定の方法を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、 お よ び
　 1000ng/ml未 満 の 量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る こ と が で き る 方 法 を 使 っ て 標 的 糖 タ
ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル （ glycoprofile） を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 の 臨 床 状 態 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 所 定 の 臨 床 状 態 を 有 す る こ と
を 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 i． 約 0.1ng/ml～ 1μ g/ml、
　 ii． 約 5pM～ 50nM、
　 iii． 約 5フ ェ ム ト モ ル /ml～ 50ピ コ モ ル /ml、
　 iv． 約 1μ g未 満 、 ま た は
　 v． 約 50pmol未 満
の 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 試 料 を 用 意 す る 工 程 、 お よ び
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 所 定 の 臨 床 状 態 を 有 す る こ と を 、 糖 プ ロ
フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 免 疫 精 製 法 で 単 離 す る 工 程 、
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 の 臨 床 状 態 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 所 定 の 臨 床 状 態 を 有 す る こ と
を 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 前 に 試 料 が 濃 縮 さ れ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ５ 】
　 試 料 が 尿 、 血 液 、 血 清 、 精 液 、 唾 液 、 糞 便 、 ま た は 組 織 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か
一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 が 癌 の マ ー カ ー で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 が 、 PSA、 AFP、 お よ び CEAか ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 3の
い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 が PSAで あ る 、 請 求 項 7記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 500ng/ml未 満 の 量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 検 出 す
る こ と が で き る 方 法 を 使 っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 250ng/ml未 満 の 量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 検 出 す
る こ と が で き る 方 法 を 使 っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 100ng/ml未 満 の 量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 検 出 す
る こ と が で き る 方 法 を 使 っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 10ng/ml未 満 の 量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 検 出 す
る こ と が で き る 方 法 を 使 っ て 決 定 さ れ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
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　 所 定 の 臨 床 状 態 が 、 あ る 障 害 の 病 期 で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 所 定 の 臨 床 状 態 が 、 あ る 癌 の 病 期 で あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 所 定 の 臨 床 状 態 が 、 癌 、 前 癌 状 態 、 良 性 状 態 、 お よ び 無 病 状 態 （ no condition） か ら な
る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 一 つ ま た は 複 数 の 前 も っ て 選 択 し た グ リ カ ン を 標 的 糖 タ ン パ
ク 質 か ら 除 去 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 グ リ カ ン が 酵 素 的 に 除 去 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 グ リ カ ン が 、 PNGase F、 PNGase A、 EndoH、 EndoF、 お よ び O-グ リ カ ナ ー ゼ か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 酵 素 を 使 っ て 除 去 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 グ リ カ ン が プ ロ テ ア ー ゼ を 使 っ て 除 去 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 グ リ カ ン が ト リ プ シ ン ま た は LysCを 使 っ て 除 去 さ れ る 、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 グ リ カ ン が 化 学 的 に 除 去 さ れ る 、 請 求 項 16の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 グ リ カ ン が 無 水 ヒ ド ラ ジ ン 、 還 元 的 β 脱 離 、 ま た は 非 還 元 的 β 脱 離 を 使 っ て 除 去 さ れ る
、 請 求 項 16記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 決 定 が 、 標 的 糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る グ リ カ ン に 一 つ ま た は 複 数 の 実 験 的 制 約 を 課
す こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 実 験 的 制 約 が グ リ カ ン の 酵 素 消 化 ま た は 化 学 的 消 化 で あ る 、 請 求 項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 グ リ カ ン に 一 つ ま た は 複 数 の 実 験 的 制 約 を 課 す こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 16記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 実 験 的 制 約 が グ リ カ ン の 酵 素 消 化 ま た は 化 学 的 消 化 で あ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 標 的 糖 タ ン パ ク 質 に 結 合 し て い る 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン
の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 の 一 つ ま た は 複 数 を 決 定 す る 工 程 を 含
む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 上 記 ス テ ッ プ の 一 つ ま た は 複 数 を 反 復 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一
項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 試 料 が 50pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 試 料 が 10pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 試 料 が 1.0pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 試 料 が 0.5pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
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【 請 求 項 ３ ３ 】
　 試 料 が 0.1pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 試 料 が 0.05pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 試 料 が 0.01pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 試 料 が 0.005pmol未 満 の 選 択 し た 標 的 分 子 を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 決 定 が 、 CE、 CE/LIF、 NMR、 MALDI質 量 分 析 、 ESI質 量 分 析 、 お よ び 蛍 光 検 出 HPLCか ら 選
択 さ れ る 方 法 に よ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 決 定 が CE/LIFに よ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 決 定 が MALDI-MSに よ る 、 請 求 項 37記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 被 験 者 が 細 胞 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 障 害 を 有 す る 疑 い が あ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か
一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ １ 】
　 障 害 が 癌 で あ る 、 請 求 項 40記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ２ 】
　 癌 が 、 癌 腫 、 肉 腫 、 転 移 性 障 害 、 お よ び 造 血 系 新 生 物 障 害 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、
請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ３ 】
　 造 血 系 新 生 物 障 害 が 白 血 病 で あ る 、 請 求 項 41記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ４ 】
　 被 験 者 が 癌 を 有 す る こ と を 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ４ ５ 】
　 被 験 者 が 前 障 害 状 態 を 有 す る こ と を 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ６ 】
　 前 障 害 状 態 が 前 癌 状 態 で あ る 、 請 求 項 45記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ７ 】
　 被 験 者 が 良 性 状 態 を 有 す る こ と を 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ８ 】
　 良 性 状 態 が 良 性 腫 瘍 ま た は 良 性 過 形 成 で あ る 、 請 求 項 47記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ ９ 】
　 良 性 過 形 成 が 良 性 前 立 腺 肥 大 （ BPH） で あ る 、 請 求 項 48記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ０ 】
　 被 験 者 が 癌 を 有 す る こ と を 、 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ
、 組 成 、 ま た は 配 列 が 示 す 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ １ 】
　 被 験 者 が 前 癌 状 態 を 有 す る こ と を 、 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン
テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 が 示 す 、 請 求 項 26記 載 の 方 法 。
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【 請 求 項 ５ ２ 】
　 癌 が 乳 癌 、 肺 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 ま た は 肝 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ３ 】
　 癌 が 乳 癌 、 肺 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 ま た は 肝 細 胞 癌 で あ る 、 請 求 項 44記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ４ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 が 癌 の 病
期 を さ ら に 示 す 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ５ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 が 癌 の 成
長 速 度 を さ ら に 示 す 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ６ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 が 予 後 を
さ ら に 示 す 、 請 求 項 50記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ７ 】
　 被 験 者 が 癌 を 有 さ な い 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ８ 】
　 被 験 者 が 一 つ ま た は 複 数 の 良 性 過 形 成 を 有 す る 、 請 求 項 57記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ５ ９ 】
　 良 性 過 形 成 が 良 性 前 立 腺 肥 大 で あ る 、 請 求 項 58記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ０ 】
　 被 験 者 が 前 癌 状 態 を 有 す る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ １ 】
　 被 験 者 が 0～ 4ng/mL、 4～ 10ng/mL、 10～ 20ng/ml、 ま た は ＞ 20ng/mlの PSAレ ベ ル を 有 す る
、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ２ 】
　 被 験 者 が 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 変 化 に 関 係 す る 障 害 に つ い て ス ク リ ー ニ
ン グ さ れ て い る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ３ 】
　 障 害 が 細 胞 増 殖 ま た は 分 化 障 害 で あ る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ４ 】
　 障 害 が 癌 で あ る 、 請 求 項 63記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ５ 】
　 被 験 者 が 、 以 前 に 、 糖 に 基 づ か な い 別 の 診 断 方 法 に よ っ て 、 障 害 に 関 し て 陰 性 の 検 査 結
果 を 得 て い る 、 請 求 項 62記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ６ 】
　 糖 に 基 づ か な い 診 断 方 法 が 、 理 学 的 検 査 、 免 疫 診 断 検 査 、 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 検 出 、 イ
メ ー ジ ン グ 、 ま た は 生 検 の 一 つ ま た は 複 数 で あ る 、 請 求 項 65記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ７ 】
　 タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 検 出 が 血 中 ま た は 尿 中 で 行 わ れ る 、 請 求 項 66記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ８ 】
　 イ メ ー ジ ン グ 法 が 、 X線 、 MRI、 CAT、 お よ び 超 音 波 か ら な る 群 よ り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 6
6記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ ９ 】
　 第 2の 非 糖 プ ロ フ ァ イ ル 診 断 検 査 も 行 わ れ る 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ０ 】
　 非 糖 プ ロ フ ァ イ ル 診 断 検 査 が 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル 決 定 前 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル 決 定 と 同 時 、 ま
た は 糖 プ ロ フ ァ イ ル 決 定 後 の 一 つ ま た は 複 数 の 時 点 で 行 わ れ る 、 請 求 項 69記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ １ 】
　 基 準 を 用 意 す る 工 程 、 お よ び
　 標 的 分 子 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 基 準 と 比 較 す る 工 程 、
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を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ２ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 比 較 が 、 標 的 分 子 の 一 つ ま た は 複 数 の 選 択 さ れ た グ リ カ ン の 存 在 、 濃
度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 を 基 準 と 比 較 す る 工 程 の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む 、
請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ３ 】
　 比 較 に よ り 病 期 分 類 ま た は 予 後 が 可 能 に な る 、 請 求 項 71記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ４ 】
　 以 下 を 含 む 、 被 験 者 を 監 視 す る 方 法 ：
（ a） 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 含 む 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
（ b） 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 精 製 す る 工 程 、
（ c） 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 、
（ d） 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、 お よ び
（ e） 工 程 a～ dを 一 回 ま た は 複 数 回 反 復 す る 工 程 。
【 請 求 項 ７ ５ 】
　 反 復 が 被 験 者 へ の 処 置 の 適 用 後 に 行 わ れ る 、 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ６ 】
　 酵 素 が 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 74記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ７ 】
　 酵 素 が 固 定 化 さ れ る 、 請 求 項 3記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ ８ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 免 疫 精 製 法 で 標 的 タ ン パ ク 質 を 単 離 す る 工 程 、
　 標 的 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 腫 瘍 の 転 移 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 腫 瘍 の 転 移 能 を 示 す 方 法
。
【 請 求 項 ７ ９ 】
　 複 数 の 記 録 を 含 む デ ー タ ベ ー ス で あ っ て 、 各 記 録 が 以 下 の デ ー タ の 一 つ ま た は 複 数 を 含
む デ ー タ ベ ー ス ：
（ a） 被 験 者 由 来 の 試 料 か ら 単 離 さ れ る 、 あ る 障 害 に 関 係 す る 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ
フ ァ イ ル に 関 す る デ ー タ 、
（ b） 被 験 者 の 状 態 に 関 す る デ ー タ 、
（ c） 被 験 者 に 適 用 さ れ た 任 意 の 処 置 に 関 す る デ ー タ 、
（ d） 処 置 に 対 す る 被 験 者 の 応 答 に 関 す る デ ー タ 、
（ e） 被 験 者 に 関 す る 個 人 デ ー タ 、 お よ び
（ f） 環 境 デ ー タ 。
【 請 求 項 ８ ０ 】
　 被 験 者 の 状 態 に 関 す る デ ー タ が 、 被 験 者 が 癌 、 前 癌 状 態 、 良 性 状 態 ま た は 無 病 状 態 を 有
す る か ど う か に 関 す る 情 報 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ １ 】
　 被 験 者 の 状 態 に 関 す る デ ー タ が 、 被 験 者 の 障 害 の 臨 床 状 態 に 関 す る 情 報 を 含 む 、 請 求 項
79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ２ 】
　 被 験 者 の 障 害 の 臨 床 状 態 が 、 寛 解 、 再 発 、 回 復 、 治 癒 、 改 善 、 転 移 、 慢 性 、 ま た は 末 期
状 態 を 含 む 、 請 求 項 81記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ３ 】
　 処 置 に 対 す る 被 験 者 の 応 答 に 関 す る デ ー タ が 処 置 副 作 用 の 効 率 の 一 つ ま た は 複 数 に 関 す
る 情 報 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ４ 】
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　 処 置 に 関 す る デ ー タ が 、 投 与 さ れ た 任 意 の 薬 物 、 投 与 量 、 投 与 ス ケ ジ ュ ー ル 、 お よ び コ
ン プ ラ イ ア ン ス の 一 つ ま た は 複 数 に 関 す る 情 報 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ５ 】
　 被 験 者 に 関 す る 個 人 デ ー タ が 、 年 齢 、 性 別 、 学 歴 、 病 歴 、 お よ び 家 族 歴 の 一 つ ま た は 複
数 に 関 す る 情 報 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ ６ 】
　 環 境 デ ー タ が 、 環 境 中 の あ る 物 質 の 存 在 、 前 も っ て 選 択 し た 地 理 的 区 域 に お け る 居 住 、
前 も っ て 選 択 し た 業 務 の 遂 行 の 一 つ ま た は 複 数 に 関 す る 情 報 を 含 む 、 請 求 項 79記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ８ ７ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 標 的 タ ン パ ク 質 を 試 料 か ら 免 疫 精 製 す る 工 程 、 お よ び
　 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 癌 、 前 癌 状 態 、 ま た は 良 性 状 態 を 有 す る
こ と を 、 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ８ ８ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 PSAを 試 料 か ら 免 疫 精 製 す る 工 程 、 お よ び
　 試 料 中 の PSAの 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 癌 ま た は 良 性 前 立 腺 肥 大 を 有 す る こ と ま
た は 有 さ な い こ と を 、 試 料 中 の PSAの 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ８ ９ 】
　 被 験 者 が 0～ 4ng/mL、 4～ 10ng/mL、 10～ 20ng/ml、 ま た は ＞ 20ng/mlの 血 清 PSAレ ベ ル を 有
す る 、 請 求 項 88記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ０ 】
　 被 験 者 が 0～ 4ng/mLの 血 清 PSAレ ベ ル を 有 す る 、 請 求 項 89記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ １ 】
　 被 験 者 が 4～ 10ng/mLの 血 清 PSAレ ベ ル を 有 す る 、 請 求 項 89記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ２ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 癌 を 有 さ な い 被 験 者 に 由 来 す る 試 料 中 に は 存 在 し な い 高 分 子 量 グ リ
カ ン の 存 在 を 含 み 、 被 験 者 が 癌 を 有 す る こ と を 示 す 、 請 求 項 89記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ３ 】
　 高 分 子 量 グ リ カ ン が 約 3300の 分 子 量 を 有 す る 、 請 求 項 92記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ４ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 AFPを 試 料 か ら 免 疫 精 製 す る 工 程 、 お よ び
　 AFPの 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 肝 硬 変 ま た は HCCを 有 す る こ と ま た は 有
さ な い こ と を 、 AFPの 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ９ ５ 】
　 被 験 者 が 0～ 20ng/mL、 20～ 1000ng/mL、 ま た は ＞ 1000ng/mlの 血 清 AFPレ ベ ル を 有 す る 、
請 求 項 95記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ６ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 CEAを 試 料 か ら 免 疫 精 製 す る 工 程 、 お よ び
　 CEAの 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 結 腸 、 胃 、 肺 、 膵 臓 、 肝 臓 、 乳 房 、 ま た
は 食 道 の 癌 を 有 す る こ と ま た は 有 さ な い こ と を 、 CEAの 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 。
【 請 求 項 ９ ７ 】
　 被 験 者 が 0～ 5ng/mL、 5～ 10ng/mL、 ま た は ＞ 10ng/mlの 血 清 ま た は 血 漿 CEAレ ベ ル を 有 す

10

20

30

40

50

(7) JP 2006-515927 A 2006.6.8



る 、 請 求 項 96記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ ８ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 シ ア リ ル 化 の 変 化 、 シ ア ル 酸 の 修 飾 、 硫 酸 化 、 分 岐 、 バ イ セ
ク テ ィ ン グ （ bisecting） N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 有 無 、 お よ び グ リ コ シ ル 化 部 位 数 の
変 化 の う ち の 一 つ ま た は 複 数 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 ９ ９ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 N結 合 型 お よ び O結 合 型 オ リ ゴ 糖 の 一 つ ま た は 複 数 の β 1-6分
岐 構 造 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ０ 】
　 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 ル イ ス 抗 原 、 シ ア リ ル 化 、 お よ び フ コ シ ル 化 の 変 化 の う ち の
一 つ ま た は 複 数 を 検 出 す る こ と を 含 む 、 請 求 項 1～ 3の い ず れ か 一 項 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ １ 】
　 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る 工 程 、
　 前 も っ て 選 択 し た 標 的 タ ン パ ク 質 を 、 磁 気 ビ ー ズ に 結 合 し た 抗 体 を 使 っ て 、 試 料 か ら 免
疫 精 製 す る 工 程 、
　 精 製 し た 標 的 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 酵 素 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 工 程 、
を 含 む 被 験 者 の 状 態 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 被 験 者 の 状 態 を 示 す 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ ２ 】
　 第 1の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 と 第 2の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 第 2の
糖 タ ン パ ク 質 と の 間 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 相 違 を 検 出 す る 能 力 を 有 す る 候 補 試 薬 を 同 定 す る
方 法 で あ っ て 、 一 方 ま た は 両 方 の 糖 タ ン パ ク 質 が 50pmol未 満 の 量 で 存 在 す る 方 法 で あ り 、
　 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 試 薬 と 接 触 さ せ る 工 程 、
　 任 意 で 、 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 を 該 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 試 薬 と 接 触 さ せ る 工 程 、 お よ び
　 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 と 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 と の 間 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 相 違 を 検 出 す る 該 一
つ ま た は 複 数 の 候 補 試 薬 の 能 力 を 評 価 す る 工 程 、
を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ３ 】
　 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 試 薬 が 、 レ ク チ ン 、 抗 体 、 お よ び 多 糖 結 合 ペ プ チ ド か ら な る 群 よ
り 選 択 さ れ る 、 請 求 項 102記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ４ 】
　 多 糖 結 合 ペ プ チ ド が フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ っ て 単 離 さ れ る 、 請 求 項 103記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ０ ５ 】
　 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 102記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ６ 】
　 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と を さ ら に 含 む 、 請 求 項 102記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ ０ ７ 】
　 第 1お よ び 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 が 異 な る 臨 床 状 態 を 有 す る 被 験 者 か ら 得 ら れ る 、 請 求 項 10
2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ８ 】
　 異 な る 臨 床 状 態 が 、 正 常 状 態 、 良 性 過 形 成 障 害 を 有 す る 状 態 、 前 癌 性 障 害 を 有 す る 状 態
、 癌 を 有 す る 状 態 、 転 移 性 癌 を 有 す る 状 態 、 寛 解 状 態 、 癌 か ら 回 復 し た 状 態 、 前 癌 性 障 害
か ら 回 復 し た 状 態 、 転 移 性 癌 か ら 回 復 し た 状 態 、 お よ び 死 亡 状 態 を 含 む 、 請 求 項 107記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ ９ 】
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　 第 1お よ び 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 が 同 じ タ ン パ ク 質 コ ア を 有 す る 、 請 求 項 102記 載 の 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は 疾 患 の 診 断 お よ び 監 視 に 関 す る も の で あ り 、 よ り 具 体 的 に は 癌 の 診 断 お よ び 監
視 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
優 先 権 の 主 張
　 本 願 は 、 35USC§ 119(e)の 規 定 に よ り 、 2002年 12月 20日 に 出 願 さ れ た U.S. Patent Appli
cation Serial No. 60/435,586に 基 づ く 優 先 権 を 主 張 し 、 そ の 全 内 容 は 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 生 物 の 生 理 機 能 に お け る 糖 質 の 重 要 性 は 認 識 さ れ て い る 。 糖 は 代 謝 に お い て 決 定 的 な 役
割 を 果 た す だ け で な く 、 ほ と ん ど 全 て の 生 理 学 的 過 程 に 関 与 し て い る 。 例 え ば 、 細 胞 表 面
に 見 い だ さ れ 、 タ ン パ ク 質 お よ び 脂 質 に 結 合 し て い る 直 鎖 糖 は 、 特 徴 的 な 細 胞 シ グ ナ チ ャ
ー と な り 、 細 胞 と 細 胞 と の コ ミ ュ ニ ケ ー シ ョ ン を 媒 介 し 、 細 胞 内 シ グ ナ ル 伝 達 を 活 発 に 組
織 化 す る 。 タ ン パ ク 質 お よ び 他 の 生 体 高 分 子 の 表 面 に 見 い だ さ れ る 分 岐 糖 お よ び 直 鎖 糖 は
、 特 徴 的 な タ ン パ ク 質 シ グ ナ チ ャ ー と な り 、 タ ン パ ク 質 の 局 在 化 お よ び タ ー ゲ テ ィ ン グ を
媒 介 し 、 タ ン パ ク 質 の 機 能 お よ び 効 力 を 活 発 に 調 整 し 、 薬 物 動 態 を 安 定 化 し 、 治 療 （ 臨 床
） 効 能 に 影 響 を 及 ぼ す こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 糖 の 調 節 お よ び プ ロ セ シ ン グ の 変 化 は 、 い く つ か の 異 常 な 生 理 的 状 態 と 相 互 に 関 連 づ け
ら れ て い る が 、 十 分 な 感 度 を 有 す る 検 出 方 法 が な い た め 、 こ れ ら の マ ー カ ー の 有 用 性 は 糖
質 が 著 し く 変 化 し て い る 状 態 （ こ れ は 一 般 に 著 し く 進 行 し た 疾 患 状 態 と 相 関 す る ） に 限 定
さ れ て き た 。 本 発 明 は 、 疾 患 後 期 だ け で な く 疾 患 初 期 に も 関 係 し 得 る よ り 微 細 な 糖 変 化 の
検 出 を 可 能 に す る 、 増 加 し た 感 度 を 有 す る 新 規 な 方 法 を 提 供 す る 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ ０ ５ 】
概 要
　 本 発 明 は 、 前 癌 状 態 、 早 期 癌 状 態 、 ま た は 癌 状 態 と 相 関 す る グ リ コ シ ル 化 の 変 化 （ 例 え
ば 細 胞 形 質 転 換 ま た は 転 移 と 相 関 す る 変 化 ） を 検 出 す る た め の 超 高 感 度 診 断 法 の 発 見 に 基
づ い て い る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 一 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 癌 の マ ー カ ー 、
例 え ば 前 立 腺 特 異 抗 原 （ PSA） 、 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ AFP） 、 ま た は 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA
） な ど を 含 む 試 料 を 用 意 す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 を 提 供 す る 。 試 料 は 、
被 験 者 に 由 来 す る 任 意 の 体 液 ま た は 組 織 、 例 え ば 尿 、 血 液 、 血 清 、 精 液 、 唾 液 、 糞 便 、 ま
た は 組 織 な ど を 含 む が こ れ ら に 限 定 さ れ ず 、 試 料 は 非 濃 縮 試 料 で あ る か 、 常 法 に よ っ て 濃
縮 す る こ と が で き る 。 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル （ glycoprofile） は 、 試 料 中 の
標 的 糖 タ ン パ ク 質 量 が 約 1000ng/ml未 満 、 例 え ば 約 500、 250、 100、 75、 50、 25、 20、 10、
5、 4、 3、 2、 1、 0.5、 0.1ng/ml未 満 で あ る 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 約 0.1ng/ml～ 1μ g/m
lの 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 検 出 す る の に 十 分 な 感 度 を 有 す る 方 法 を 使 っ て 決 定 さ れ る 。 一 部
の 態 様 で は 、 試 料 が 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る た め に 使 用 す る 方 法 の 検 出 限 界 よ り も 多
量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 例 え ば 1000ng/mlよ り 多 量 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 有 す る 。 平 均 質
量 が 約 20,000Daで あ る と す る と 、 こ れ は 、 約 5pM～ 50nM、 す な わ ち 約 5フ ェ ム ト モ ル /ml～
約 50ピ コ モ ル /mLの 標 的 糖 タ ン パ ク 質 に 相 当 す る 。 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 所 定 の 臨 床
状 態 、 例 え ば 一 組 の 病 期 の う ち の 1つ 、 例 え ば あ る 障 害 の 進 行 段 階 に 対 応 す る 病 期 の 1つ 、
例 え ば 癌 、 前 癌 状 態 、 良 性 状 態 、 ま た は 無 病 状 態 （ no condition） を 有 す る こ と を 、 糖 プ
ロ フ ァ イ ル が 示 す （ 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 無 病 状 態 」 と は 、 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン
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パ ク 質 に 関 係 す る 良 性 状 態 、 前 癌 状 態 ま た は 癌 状 態 を 、 被 験 者 が 全 く 持 っ て い な い こ と を
意 味 す る ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 第 2の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 す る こ と に よ っ て 、 被 験 者 を 評
価 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 で は 、 試 料 は 以 下 の ど れ を 含 ん で も よ い 。 約 0.1ng/ml
～ 1μ g/ml； 約 5pM～ 50nM、 例 え ば 約 5フ ェ ム ト モ ル /ml～ 約 50ピ コ モ ル /ml； 約 1μ g未 満 ；
ま た は 約 50pmol未 満 の 、 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン パ ク 質 。 次 に 、 標 的 分 子 の 糖 プ ロ フ
ァ イ ル が 決 定 さ れ 、 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 所 定 の 臨 床 段 階 、 例 え ば あ る 障 害 の 進 行 状
態 に 対 応 す る 一 組 の 病 期 の う ち の 1つ を 有 す る こ と 、 例 え ば 被 験 者 が 癌 、 前 癌 状 態 、 良 性
状 態 、 ま た は 無 病 状 態 を 有 す る こ と を 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 第 3の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 し 、 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ
ン パ ク 質 を 例 え ば 免 疫 精 製 法 な ど に よ っ て 試 料 か ら 単 離 し 、 そ の 標 的 タ ン パ ク 質 を 酵 素 と
接 触 さ せ る こ と に よ り 、 被 験 者 の 臨 床 状 態 を 評 価 す る 方 法 を 特 徴 と す る 。 酵 素 は 固 定 化 酵
素 （ 例 え ば ビ ー ズ に 結 合 し た 酵 素 ） で あ る こ と が で き る 。 酵 素 は 、 例 え ば 二 官 能 性 架 橋 剤
（ ビ ス (ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )ス ベ ラ ー ト お よ び /ま た は ジ メ チ ル ア ジ ポ イ ミ デ ー ト を
含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ） を 使 っ て 抗 体 を ビ ー ズ に 化 学 的 に 結 合 す る な ど 、 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 任 意 の 方 法 を 使 っ て 、 ビ ー ズ に 結 合 す る こ と が で き る 。 次 に 、 標 的 タ ン パ
ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る 。 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 所 定 の 臨 床 状 態 、 例 え ば あ
る 障 害 の 進 行 段 階 に 対 応 す る 一 組 の 病 期 の う ち の 1つ を 有 す る こ と 、 例 え ば 被 験 者 が 癌 、
前 癌 状 態 、 良 性 状 態 、 ま た は 無 病 状 態 を 有 す る こ と な ど を 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 一 つ の 態 様 で は 、 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 一 つ ま た は 複 数 の 前 も
っ て 選 択 し た グ リ カ ン を 前 記 標 的 分 子 か ら 、 例 え ば 酵 素 的 に （ 例 え ば PNGase F、 PNGase A
、 EndoH、 EndoF、 O-グ リ カ ナ ー ゼ 、 お よ び /ま た は 一 つ ま た は 複 数 の プ ロ テ ア ー ゼ 、 例 え
ば ト リ プ シ ン 、 ま た は LysC） ま た は 化 学 的 に （ 例 え ば 無 水 ヒ ド ラ ジ ン （ N） を 使 っ て 、 ま
た は 還 元 的 も し く は 非 還 元 的 β 脱 離 （ O） を 使 っ て ） 、 除 去 す る こ と を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 も う 一 つ の 態 様 で は 、 例 え ば 酵 素 消 化 ま た は 化 学 的 消 化 な ど 、 一 つ ま た は 複 数 の 実 験 的
制 約 を グ リ カ ン に 課 す こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 一 つ ま た は 複 数 の 方 法 工 程 を 反 復 す る こ と が で き る 。 こ の 反 復 は 、 被
験 者 へ の 処 置 の 適 用 前 、 適 用 中 お よ び /ま た は 適 用 後 に 、 処 置 の 有 効 性 を 監 視 す る た め に
行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 試 料 が 、 約 50pmol未 満 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 約 10pmol未 満 の 標 的 糖 タ
ン パ ク 質 、 約 1.0pmol未 満 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 約 0.5pmol未 満 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 約 0.
1pmol未 満 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 約 0.05pmol未 満 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 約 0.01pmol未 満 の
標 的 糖 タ ン パ ク 質 、 ま た は 約 0.005pmol未 満 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 さ ら に も う 一 つ の 態 様 で は 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 標 的 分 子 に 結 合 し て い る 一 つ ま
た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 の 一 つ ま た は 複 数
を 決 定 す る こ と を 含 む 。 糖 プ ロ フ ァ イ ル は 、 CE、 例 え ば CE/LIF、 NMR、 質 量 分 析 （ MALDIお
よ び ESIの 両 方 ） 、 な ら び に 蛍 光 検 出 HPLCか ら 選 択 さ れ る 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で
き る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 シ ア リ ル 化 、 シ ア ル 酸 の 修 飾 （ 硫 酸 化 を 含
む ） 、 分 岐 、 バ イ セ ク テ ィ ン グ （ bisecting） N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン の 有 無 、 ま た は グ
リ コ シ ル 化 部 位 数 の 変 化 の う ち 、 一 つ ま た は 複 数 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 一 部 の 態
様 で は 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、 例 え ば N結 合 型 お よ び /ま た は O結 合 型 オ リ ゴ 糖 の 、 β 1
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→ 6分 岐 構 造 の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。 一 部 の 態 様 で は 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 決 定 が 、
ル イ ス 抗 原 の 変 化 を 検 出 す る こ と 、 例 え ば 、 と り わ け ル イ ス 抗 原 レ ベ ル 、 シ ア リ ル 化 お よ
び /ま た は フ コ シ ル 化 な ど の 変 化 を 検 出 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 、 細 胞 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 障 害 、 例 え ば 癌 、 例 え ば 癌 腫
、 肉 腫 、 転 移 性 障 害 、 ま た は 造 血 系 新 生 物 障 害 、 例 え ば 白 血 病 な ど を 有 す る 疑 い が あ る 。
一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 癌 を 有 す る こ と 、 ま た は 被 験 者 が 前 障 害 状 態 、 例 え ば 前 癌 状 態
を 有 す る こ と 、 ま た は 被 験 者 が 良 性 腫 瘍 、 良 性 過 形 成 、 例 え ば BPHな ど の 良 性 状 態 を 有 す
る こ と 、 ま た は 被 験 者 が 無 病 状 態 で あ る こ と 、 す な わ ち 正 常 で あ る こ と を 、 糖 プ ロ フ ァ イ
ル が 示 す 。 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 癌 を 有 す る こ と 、 ま た は 被 験 者 が 前 障 害 状 態 、 例 え
ば 前 癌 状 態 を 有 す る こ と 、 ま た は 被 験 者 が 良 性 腫 瘍 、 良 性 過 形 成 、 例 え ば BPHな ど の 良 性
状 態 を 有 す る こ と を 、 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、
ま た は 配 列 が 示 す 。 一 部 の 態 様 で は 、 癌 が 、 乳 癌 、 肺 癌 、 結 腸 癌 、 前 立 腺 癌 、 ま た は 肝 細
胞 癌 で あ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー ジ 、 組 成 、 ま
た は 配 列 が 、 さ ら に 、 癌 の 病 期 お よ び /ま た は 癌 の 成 長 速 度 、 お よ び /ま た は 予 後 を 示 す 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 癌 を 持 た ず 、 か つ /ま た は 一 つ ま た は 複 数 の 良 性 過 形 成 、 例
え ば 良 性 前 立 腺 肥 大 、 ま た は 前 癌 状 態 、 例 え ば 癌 に 進 行 し そ う な 状 態 を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 約 0～ 4ng/mL、 約 4～ 10ng/mLま た は 約 10～ 20ng/mL以 上 の PSA
レ ベ ル を 有 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 変 化 を 特 徴 と す る 障 害
、 例 え ば 細 胞 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 障 害 、 例 え ば 癌 に つ い て 、 ス ク リ ー ニ ン グ を 受 け て
い る 。 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 が 以 前 に 、 糖 に 基 づ か な い 別 の 診 断 方 法 、 例 え ば 理 学 的 検
査 、 免 疫 診 断 検 査 、 例 え ば 血 中 も し く は 尿 中 な ど の タ ン パ ク 質 レ ベ ル の 検 出 、 イ メ ー ジ ン
グ 、 例 え ば X線 、 MRI、 CAT、 超 音 波 な ど 、 ま た は 生 検 に よ っ て 、 疾 患 に 関 し て 陰 性 の 検 査
結 果 を 得 て い る 。 一 部 の 態 様 で は 、 第 2の 非 糖 プ ロ フ ァ イ ル 診 断 検 査 も 、 例 え ば 糖 プ ロ フ
ァ イ ル 決 定 前 に 、 決 定 と 同 時 に 、 ま た は 決 定 後 に 行 わ れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 上 記 方 法 は 、 基 準 糖 プ ロ フ ァ イ ル 、 例 え ば 公 知 の 正 常 、 良 性 、 前 癌 、
ま た は 癌 状 態 と 相 関 す る 基 準 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 用 意 し 、 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ
ル を 前 記 基 準 と 比 較 す る こ と も 含 み 得 る 。 基 準 は 本 明 細 書 に 記 載 す る デ ー タ ベ ー ス に 含 め
る こ と が で き る 。 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 比 較 は 、 本 発 明 の 方 法 に よ っ て 決 定 さ れ た 任 意 の デ ー
タ （ 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 一 つ ま た は 複 数 の 選 択 し た グ リ カ ン の 存 在 、 濃 度 、 パ ー セ ン テ ー
ジ 、 組 成 、 ま た は 配 列 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ） を 基 準 と 比 較 す る こ と を 含 む こ と が
で き る 。 こ の 比 較 は 診 断 、 病 期 分 類 、 予 後 、 ま た は 監 視 を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 4の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 含 む 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 し 、 標 的
タ ン パ ク 質 を 免 疫 精 製 し 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 固 定 化 酵 素 と 接 触 さ せ 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖
プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 し 、 そ し て 任 意 で 、 先 の 工 程 を 一 回 ま た は 複 数 回 反 復 す る こ と に よ り
、 被 験 者 を 監 視 す る 方 法 を 提 供 す る 。 工 程 の 反 復 は 被 験 者 へ の 処 置 の 適 用 後 に 行 う こ と が
で き る 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 5の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 し 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 免 疫 精 製
法 で 単 離 し 、 標 的 タ ン パ ク 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 固 定 化 酵 素 と 接 触 さ せ 、 標 的 タ ン パ ク 質
の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、 腫 瘍 の 転 移 能 を 決 定 す る 方 法 で あ っ て 、 そ の 糖
プ ロ フ ァ イ ル が 腫 瘍 の 転 移 能 を 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
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【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 6の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 複 数 の 記 録 を 含 む デ ー タ ベ ー ス を 提 供 す る 。 各 記 録 は 以
下 に 挙 げ る デ ー タ の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む こ と が で き る 。
　 被 験 者 由 来 の 試 料 か ら 単 離 さ れ た 、 あ る 障 害 に 関 係 す る 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ
イ ル に 関 す る デ ー タ ；
　 被 験 者 の 状 態 に 関 す る デ ー タ 、 例 え ば 被 験 者 が 癌 、 前 癌 状 態 、 良 性 状 態 、 ま た は 無 病 状
態 を 有 す る か ど う か 、 お よ び 任 意 の 臨 床 転 帰 デ ー タ 、 例 え ば 転 移 、 再 発 、 寛 解 、 回 復 、 ま
た は 死 亡 な ど ；
　 被 験 者 に 適 用 さ れ た 任 意 の 処 置 に 関 す る デ ー タ ；
　 処 置 に 対 す る 被 験 者 の 応 答 に 関 す る デ ー タ 、 例 え ば 処 置 の 効 力 な ど ；
　 被 験 者 に 関 す る 個 人 デ ー タ 、 例 え ば 年 齢 、 性 別 、 学 歴 な ど 、 お よ び /ま た は
　 環 境 デ ー タ 、 例 え ば 環 境 中 の あ る 物 質 の 存 在 、 前 も っ て 選 択 し た 地 理 的 区 域 に お け る 居
住 、 お よ び 前 も っ て 選 択 し た 業 務 の 遂 行 な ど 。 一 部 の 態 様 で は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 中 の 標
的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 本 明 細 書 に 記 載 の 方 法 を 使 っ て 決 定 す る こ と に よ っ て
得 ら れ る デ ー タ を 登 録 す る こ と に よ り 、 デ ー タ ベ ー ス が 作 成 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 第 7の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 し 、 そ の 試 料 か ら 標 的 タ ン パ ク
質 を 免 疫 精 製 し 、 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、 被 験
者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 癌 、 前 癌 状 態 、 ま た は 良 性 状 態 を 有 す る こ と を 、 試
料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 8の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 、 例 え ば 前 立 腺 癌 を 有 す る 疑 い が あ る 被 験 者 を 評
価 す る 方 法 で あ っ て 、 前 記 被 験 者 に 由 来 す る 試 料 を 用 意 し 、 そ の 試 料 か ら PSAを 免 疫 精 製
し 、 試 料 中 の PSAの 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と を 含 み 、 被 験 者 が 前 立 腺 癌 、 転 移 性 癌
、 前 立 腺 炎 、 良 性 前 立 腺 肥 大 、 ま た は 無 病 状 態 を 有 す る こ と を 、 試 料 中 の PSAの 糖 プ ロ フ
ァ イ ル が 示 す 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 で は 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 よ り 高 度 の 分 岐 お よ
び シ ア ル 酸 、 （ 2） 異 な る フ コ シ ル 化 構 造 、 お よ び /ま た は （ 3） ア ン テ ナ ア ー ム （ antenna
ry arm） の 異 な る 鎖 長 の う ち 、 一 つ ま た は 複 数 を 含 み 、 そ の こ と が 、 被 験 者 が 前 立 腺 癌 を
有 す る か 、 ま た は 前 立 腺 癌 を 発 症 す る 危 険 が あ る こ と を 示 す 。 一 部 の 態 様 で は 、 糖 プ ロ フ
ァ イ ル が 正 常 ま た は 基 準 被 験 者 に は 存 在 し な い 高 分 子 量 グ リ カ ン の 存 在 を 示 し 、 そ の こ と
が 、 被 験 者 が 前 立 腺 癌 を 有 す る か 、 ま た は 前 立 腺 癌 を 発 症 す る 危 険 が あ る こ と を 示 す 。 一
部 の 態 様 で は 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 、 正 常 ま た は 基 準 被 験 者 に は 存 在 し な い 分 子 量 約 3300の
グ リ カ ン の 存 在 を 含 み 、 そ の こ と が 、 被 験 者 が 前 立 腺 癌 を 有 す る か 、 ま た は 前 立 腺 癌 を 発
症 す る 危 険 が あ る こ と を 示 す 。 被 験 者 は 、 約 0～ 4ng/mL、 約 4～ 10ng/mL、 約 10～ 20ng/ml、
ま た は 20ng/mLの 血 清 PSAレ ベ ル を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 第 9の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 、 例 え ば 肝 癌 を 有 す る 疑 い が あ る 被 験 者 に 由 来 す
る 試 料 を 用 意 し 、 そ の 試 料 か ら AFPを 免 疫 精 製 し 、 そ の AFPの 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ
と に よ り 、 前 記 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 肝 硬 変 も し く は HCCま た は 無 病
状 態 を 有 す る こ と を 、 AFPの 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 を 提 供 す る 。 被 験 者 は 、 約 0～ 20ng
/mL、 約 20～ 1000ng/mL、 ま た は ＞ 1000ng/mLの 血 清 AFPレ ベ ル を 有 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 第 10の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 、 例 え ば 内 胚 葉 組 織 か ら 生 じ る と 思 わ れ る 一 つ ま
た は 複 数 の 腫 瘍 （ 結 腸 、 胃 、 肺 、 膵 臓 、 肝 臓 、 乳 房 、 お よ び 食 道 の 癌 を 含 む ） を 有 す る 疑
い が あ る 被 験 者 に 由 来 す る 試 料 を 用 意 し 、 そ の 試 料 か ら CEAを 免 疫 精 製 し 、 そ の CEAの 糖 プ
ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、 前 記 被 験 者 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 被 験 者 が 肝 硬 変
、 炎 症 性 腸 疾 患 、 慢 性 肺 疾 患 、 膵 炎 、 ま た は 結 腸 、 胃 、 肺 、 膵 臓 、 肝 臓 、 乳 房 も し く は 食
道 の 癌 を 有 す る こ と 、 ま た は そ れ ら の 癌 を 持 っ た こ と が な い か 、 持 っ て い な い こ と を 、 CE
Aの 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 す 方 法 を 提 供 す る 。 被 験 者 は 、 約 0～ 5ng/mL、 約 5～ 10ng/mL、 ま た
は ＞ 10ng/mLの 血 清 ま た は 血 漿 AFPレ ベ ル を 有 す る こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ２ ８ 】
　 第 11の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 被 験 者 由 来 の 試 料 を 用 意 し 、 前 も っ て 選 択 し た 標 的 タ ン
パ ク 質 を 磁 気 ビ ー ズ に 結 合 し た 抗 体 を 使 っ て 試 料 か ら 免 疫 精 製 し 、 精 製 さ れ た 標 的 タ ン パ
ク 質 を 固 定 化 酵 素 と 接 触 さ せ 、 標 的 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と に よ り 、
被 験 者 の 状 態 を 評 価 す る 方 法 で あ っ て 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 被 験 者 の 状 態 を 示 す 方 法 を 提 供
す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 第 12の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 を 一 つ ま た は 複 数 の 候 補 試 薬 、 例 え
ば レ ク チ ン 、 抗 体 、 お よ び /ま た は 多 糖 結 合 ペ プ チ ド （ 例 え ば フ ァ ー ジ デ ィ ス プ レ イ に よ
っ て 単 離 し た も の ） と 接 触 さ せ 、 任 意 で 、 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 を 前 記 一 つ ま た は 複 数 の 候
補 試 薬 、 例 え ば レ ク チ ン 、 抗 体 お よ び /ま た は 多 糖 結 合 ペ プ チ ド と 接 触 さ せ 、 第 1の 糖 タ ン
パ ク 質 と 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 と の 間 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 相 違 を 検 出 す る 前 記 候 補 試 薬 の 能
力 を 評 価 す る こ と に よ り 、 第 1の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 有 す る 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 と 第 2の 糖 プ
ロ フ ァ イ ル を 有 す る 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 と の 間 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル の 相 違 を 検 出 す る 能 力 を
有 す る 候 補 試 薬 を 同 定 す る 方 法 を 提 供 す る 。 一 部 の 態 様 で は 、 第 1の 糖 タ ン パ ク 質 お よ び /
ま た は 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と も で き る 。 一 部 の 態 様 で は 、
第 1お よ び 第 2の 糖 タ ン パ ク 質 が 、 異 な る 臨 床 状 態 （ 例 え ば 正 常 、 良 性 過 形 成 、 前 癌 性 、 癌
性 、 転 移 性 な ど ） を 有 す る 被 験 者 か ら 得 ら れ る 。 一 部 の 態 様 で は 、 第 1お よ び 第 2の 糖 タ ン
パ ク 質 が 同 じ タ ン パ ク 質 コ ア を 有 す る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 第 13の 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 患 者 の 状 態 （ 例 え ば あ る 疾 患 の 異 な る 病 期 ） 、 異 な る 予
後 ま た は 臨 床 転 帰 と 相 関 す る 糖 タ ン パ ク 質 変 化 を 同 定 す る 方 法 で あ っ て 、 複 数 の 被 験 者 、
例 え ば あ る 疾 患 の 同 じ 病 期 に い る 被 験 者 お よ び /ま た は あ る 疾 患 の 異 な る 病 期 に い る 被 験
者 （ 病 期 は 標 準 的 な 方 法 に よ っ て 決 定 す る こ と が で き る ） に 由 来 す る 試 料 を 用 意 し 、 標 的
糖 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば そ の 疾 患 の 前 も っ て 選 択 し た 標 的 糖 タ ン パ ク 質 マ ー カ ー ） の 糖 プ ロ
フ ァ イ ル を 決 定 し 、 あ る 被 験 者 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 別 の 被 験 者 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル と 比 較 す
る こ と を 含 む 方 法 を 提 供 す る 。 次 に 、 得 ら れ た 糖 プ ロ フ ァ イ ル 情 報 を 、 患 者 の 状 態 と 相 互
に 関 連 づ け る こ と が で き る 。 本 方 法 は 、 例 え ば あ る 個 体 お よ び /ま た は 複 数 の 個 体 に お け
る 疾 患 の 進 行 を モ ニ タ ー す る た め に 、 上 記 工 程 の 反 復 を 含 ん で も よ い 。 一 部 の 態 様 で は 、
本 方 法 は 、 あ る 個 体 の 状 態 を 監 視 す る こ と 、 例 え ば 癌 の 成 長 速 度 、 処 置 の 効 力 な ど を 監 視
す る こ と な ど を 含 む 。 本 方 法 は 、 そ の 情 報 を 本 明 細 書 に 記 載 す る デ ー タ ベ ー ス に 登 録 す る
こ と を 、 さ ら に 含 ん で も よ い 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 試 料 」 と い う 用 語 は 、 被 験 者 に 由 来 す る 任 意 の 体 液 ま た は 組 織 を
指 し 、 尿 、 血 液 、 血 清 、 精 液 、 唾 液 、 糞 便 、 ま た は 組 織 を 含 む が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は
な い 。 こ こ で 使 用 す る 試 料 は 非 濃 縮 試 料 で あ る か 、 ま た は 標 準 的 方 法 を 使 っ て 濃 縮 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 糖 プ ロ フ ァ イ ル 」 と い う 用 語 は 、 糖 タ ン パ ク 質 の グ リ カ ン の 一 つ
ま た は 複 数 の 特 性 を 指 す 。 例 え ば 糖 プ ロ フ ァ イ ル は 、 以 下 に 挙 げ る 事 項 の 一 つ ま た は 複 数
を 含 み 得 る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い ： グ リ カ ン の 数 ま た は 配 置 、 N結 合 型 グ リ カ ン
の 数 ま た は 配 置 、 O結 合 型 グ リ カ ン の 数 ま た は 配 置 、 一 つ ま た は 複 数 の 結 合 グ リ カ ン の 配
列 、 一 つ ま た は 複 数 の グ リ カ ン の 三 次 構 造 、 例 え ば 分 岐 パ タ ー ン 、 例 え ば 二 本 鎖 （ biante
nnary） 、 三 本 鎖 （ triantennary） 、 四 本 鎖 （ tetrantennary） な ど 、 ル イ ス 抗 原 の 数 ま た
は 配 置 、 フ コ シ ル 基 ま た は シ ア リ ル 基 の 数 ま た は 配 置 、 無 傷 の 糖 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 ま た
は 質 量 、 一 つ ま た は 複 数 の 実 験 的 制 約 、 例 え ば （ 酵 素 的 ま た は 化 学 的 ） 消 化 を 適 用 し た 後
の 糖 タ ン パ ク 質 の 分 子 量 ま た は 質 量 、 糖 タ ン パ ク 質 か ら 例 え ば 酵 素 的 に ま た は 化 学 的 に 放
出 さ れ た 後 の グ リ カ ン の 一 部 ま た は 全 部 の 分 子 量 ま た は 質 量 、 糖 タ ン パ ク 質 か ら 放 出 さ れ
た 後 か つ 一 つ ま た は 複 数 の 実 験 的 制 約 を 適 用 し た 後 の グ リ カ ン の 一 部 ま た は 全 部 の 分 子 量
ま た は 質 量 、 質 量 シ グ ナ チ ャ ー （ mass signature） 、 あ る い は 電 荷 。 一 つ の 態 様 で は 、 糖
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タ ン パ ク 質 が 一 つ ま た は 複 数 の レ ク チ ン ま た は 抗 体 に 結 合 す る か ど う か を 決 定 す る こ と を
伴 う 方 法 以 外 の 方 法 に よ っ て 、 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 決 定 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 標 的 タ ン パ ク 質 」 ま た は 「 標 的 糖 タ ン パ ク 質 」 と は 、 あ る 障 害 （ 例
え ば 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 障 害 ） の 発 病 、 状 態 、 進 行 ま た は 予 後 と 相 互 に 関 連 づ け る こ
と が で き る 糖 プ ロ フ ァ イ ル に 一 つ ま た は 複 数 の 変 化 を 示 す 糖 タ ン パ ク 質 を 指 す 。 糖 タ ン パ
ク 質 の ア ミ ノ 酸 （ 例 え ば 非 糖 ） 部 分 を 「 コ ア タ ン パ ク 質 」 と い う 。 標 的 糖 タ ン パ ク 質 は 、
例 え ば 、 特 定 の 障 害 に 関 す る 危 険 因 子 （ 例 え ば 環 境 的 危 険 因 子 ま た は 遺 伝 的 危 険 因 子 ） に
基 づ い て 、 ま た は 被 験 者 が 特 定 の 障 害 を 有 す る 可 能 性 を 示 す 先 の 検 査 （ 例 え ば 糖 に 基 づ か
な い 検 査 、 血 液 検 査 、 生 検 、 理 学 的 検 査 な ど ） に 基 づ い て 、 前 も っ て 選 択 す る こ と が で き
る 。 次 に 、 そ の 障 害 に 関 係 す る 糖 タ ン パ ク 質 標 的 を 選 択 し 、 そ の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 本 明 細
書 に 記 載 す る よ う に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 増 殖 お よ び /ま た は 分 化 障 害 の 例 に は 、 癌 、 例 え ば 癌 腫 、 肉 腫 、 転 移 性 障 害 、 ま た は 造
血 系 新 生 物 障 害 、 例 え ば 白 血 病 、 な ら び に 増 殖 性 皮 膚 障 害 、 例 え ば 乾 癬 ま た は 過 角 化 が 含
ま れ る 。 他 の 骨 髄 増 殖 性 障 害 に は 、 真 性 赤 血 球 増 加 症 、 骨 髄 線 維 症 、 慢 性 骨 髄 性 （ 骨 髄 球
性 ） 白 血 病 、 お よ び 原 発 性 血 小 板 血 症 、 な ら び に 急 性 白 血 病 、 特 に 赤 白 血 病 、 お よ び 発 作
性 夜 間 ヘ モ グ ロ ビ ン 尿 症 が 含 ま れ る 。 転 移 性 腫 瘍 は 、 多 数 の 原 発 性 腫 瘍 タ イ プ （ 前 立 腺 、
結 腸 、 肺 、 乳 房 、 お よ び 肝 臓 由 来 の も の を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ） か ら 生 じ 得 る 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 癌 」 「 過 剰 増 殖 」 お よ び 「 新 生 物 」 と い う 用 語 は 、 自 律 的 増 殖 能
を 有 す る 細 胞 、 す な わ ち 異 常 状 態 、 ま た は 迅 速 に 増 殖 す る 細 胞 成 長 を 特 徴 と す る 状 態 を 指
す 。 過 剰 増 殖 お よ び 新 生 物 疾 患 状 態 は 、 病 的 （ す な わ ち 疾 患 状 態 を 特 徴 づ け る ま た は 構 成
す る ） と 分 類 さ れ る 場 合 も 、 非 病 的 （ す な わ ち 正 常 か ら の 逸 脱 で は あ る が 、 疾 患 状 態 に は
関 係 し な い ） と 分 類 さ れ る 場 合 も あ る 。 こ の 用 語 は 、 組 織 病 理 学 的 タ イ プ ま た は 侵 襲 性 の
病 期 と は 無 関 係 に 、 あ ら ゆ る タ イ プ の 癌 性 増 殖 ま た は 発 癌 過 程 、 転 移 性 組 織 ま た は 悪 性 形
質 転 換 細 胞 、 組 織 ま た は 器 官 を 包 含 す る も の と す る 。 「 病 的 過 剰 増 殖 」 細 胞 は 、 悪 性 腫 瘍
成 長 を 特 徴 と す る 疾 患 状 態 に 見 い だ さ れ る 。 「 良 性 過 剰 増 殖 」 細 胞 に は 、 非 悪 性 腫 瘍 細 胞
、 例 え ば 良 性 前 立 腺 肥 大 、 肝 細 胞 腺 腫 、 血 管 腫 、 限 局 性 結 節 性 過 形 成 、 脈 管 腫 、 形 成 異 常
母 斑 、 脂 肪 腫 、 化 膿 性 肉 芽 腫 、 脂 漏 性 角 化 症 、 皮 膚 線 維 腫 、 角 化 性 棘 細 胞 腫 、 ケ ロ イ ド な
ど を 含 め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 「 癌 」 ま た は 「 新 生 物 」 と い う 用 語 は 、 様 々 な 器 官 系 の 悪 性 疾 患 、 例 え ば 肺 、 乳 房 、 甲
状 腺 、 リ ン パ 器 官 、 消 化 管 、 お よ び 尿 生 殖 路 を 冒 す も の 、 な ら び に ほ と ん ど の 結 腸 癌 、 腎
細 胞 癌 、 前 立 腺 癌 、 お よ び /ま た は 精 巣 腫 瘍 な ど の 悪 性 疾 患 を 含 む 腺 癌 、 肺 の 非 小 細 胞 癌
、 小 腸 の 癌 、 お よ び 食 道 の 癌 を 包 含 す る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 「 癌 腫 」 と い う 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 認 知 さ れ た 用 語 で あ り 、 呼 吸 器 系 癌 、 胃 腸 系
癌 、 泌 尿 生 殖 器 系 癌 、 精 巣 癌 、 乳 癌 、 膵 癌 、 内 分 泌 系 癌 、 お よ び 黒 色 腫 を 含 む 上 皮 組 織 ま
た は 内 分 泌 組 織 の 悪 性 疾 患 を 指 す 。 典 型 的 な 癌 腫 に は 、 頚 部 、 肺 、 前 立 腺 、 乳 房 、 頭 頸 部
、 結 腸 、 お よ び 卵 巣 の 組 織 か ら 形 成 さ せ る も の が 含 ま れ る 。 こ の 用 語 は 、 例 え ば 癌 腫 組 織
お よ び 肉 腫 組 織 か ら な る 悪 性 腫 瘍 を 含 む 癌 肉 腫 も 包 含 す る 。 「 腺 癌 」 と い う 用 語 は 、 腺 組
織 か ら 派 生 し た 癌 腫 、 ま た は 腫 瘍 細 胞 が 認 識 可 能 な 腺 構 造 を 形 成 す る 癌 腫 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 「 肉 腫 」 と い う 用 語 は 当 技 術 分 野 に お い て 認 知 さ れ た 用 語 で あ り 、 間 葉 由 来 の 悪 性 腫 瘍
を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 増 殖 障 害 の 他 の 例 に は 造 血 系 新 生 物 障 害 が 含 ま れ る 。 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 造 血 系 新 生
物 障 害 」 と い う 用 語 は 、 造 血 系 由 来 の 過 形 成 /新 生 物 細 胞 、 例 え ば 骨 髄 系 統 、 リ ン パ 球 系
統 も し く は 赤 血 球 系 統 、 ま た は そ の 前 駆 細 胞 か ら 生 じ る も の を 伴 う 疾 患 を 包 含 す る 。 好 ま
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し く は 、 こ れ ら の 疾 患 は 、 低 分 化 型 急 性 白 血 病 、 例 え ば 赤 芽 球 性 白 血 病 お よ び 急 性 巨 核 芽
球 性 白 血 病 か ら 生 じ る 。 他 の 例 示 的 骨 髄 障 害 に は 、 急 性 前 骨 髄 性 白 血 病 （ APML） 、 急 性 骨
髄 性 白 血 病 （ AML） お よ び 慢 性 骨 髄 性 白 血 病 （ CML） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は
な い （ Vaickus, L., Ball, E.D., Foon, K.A. (1991) Immune markers in hematologic m
alignancies. Crit Rev. in Oncol./Hemotol. 11: 267-97に 概 説 さ れ て い る ） 。 リ ン パ 性
悪 性 疾 患 に は 、 B細 胞 系 統 ALLお よ び T細 胞 系 統 ALLを 含 む 急 性 リ ン パ 芽 球 性 白 血 病 （ ALL）
、 慢 性 リ ン パ 性 白 血 病 （ CLL） 、 前 リ ン パ 性 白 血 病 （ PLL） 、 有 毛 状 細 胞 性 白 血 病 （ HLL）
、 お よ び ワ ル デ ン ス ト レ ー ム ・ マ ク ロ グ ロ ブ リ ン 血 症 （ WM） が 含 ま れ る が 、 こ れ ら に 限 る
わ け で は な い 。 悪 性 リ ン パ 腫 の 他 の 形 態 に は 、 非 ホ ジ キ ン リ ン パ 腫 お よ び そ の 異 型 、 末 梢
T細 胞 リ ン パ 腫 、 成 人 T細 胞 白 血 病 /リ ン パ 腫 （ ATL） 、 皮 膚 T細 胞 リ ン パ 腫 （ CTCL） 、 大 型
顆 粒 リ ン パ 球 性 白 血 病 （ LGF） 、 ホ ジ キ ン 病 、 お よ び リ ー ド -シ ュ テ ル ン ベ ル ク 病 が 含 ま れ
る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 本 明 細 書 で 使 用 す る 「 前 癌 」 と い う 用 語 は 、 処 置 せ ず に 放 置 し て お け ば 癌 に 発 展 し そ う
な 状 態 を 指 す 。 前 癌 状 態 は 、 一 般 に 、 例 え ば 、 と り わ け 非 定 型 過 形 成 、 非 定 型 増 殖 、 異 形
成 、 上 皮 内 癌 、 ま た は 上 皮 内 新 生 物 な ど に 関 係 し 得 る が 、 一 般 的 に は 転 移 性 疾 患 に は 関 係
し な い 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 明 細 書 で 用 い る 「 早 期 癌 」 と は 、 癌 性 で は あ る が あ ま り 進 行 し て い な い （ 例 え ば 初 期
の ） 病 期 に あ る 状 態 を 指 す 。 一 般 に 、 初 期 癌 は あ ま り 転 移 し て い な い か 、 全 く 転 移 し て い
な い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 に は い く つ か の 利 点 が あ る 。 例 え ば 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 方 法 に よ り 、 形 質 転 換
お よ び /ま た は 転 移 に 関 係 す る グ リ コ シ ル 化 の 変 化 を 同 定 す る こ と が 可 能 に な る 。 本 方 法
は 、 今 ま で よ り も は る か に 早 い 段 階 で 、 こ の 同 定 を 行 う こ と を 可 能 に す る 。 さ ら に 本 発 明
は 、 は る か に 早 い 段 階 で 患 者 を 診 断 し 、 よ っ て 処 置 の 効 力 を 高 め 、 処 置 の 選 択 お よ び 監 視
を 助 け る 方 法 を 提 供 す る 。 本 方 法 は 、 癌 を 有 す る こ と が 疑 わ れ て さ え い な い 個 体 （ 例 え ば
遺 伝 因 子 ま た は 環 境 因 子 に よ り 癌 の 危 険 が あ る 個 体 を 含 む ） の ス ク リ ー ニ ン グ に も 対 応 す
る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 別 段 の 定 義 が な い 限 り 、 本 明 細 書 で 使 用 す る 技 術 用 語 お よ び 科 学 用 語 は 全 て 、 本 発 明 が
属 す る 当 業 者 が 通 常 理 解 し て い る 意 味 と 同 じ 意 味 を 有 す る 。 本 発 明 の 実 施 ま た は 試 験 に は
本 明 細 書 に 記 載 す る も の と 類 似 す る ま た は 等 価 な 方 法 お よ び 材 料 を 使 用 す る こ と が で き る
が 、 好 適 な 方 法 お よ び 材 料 を 以 下 に 説 明 す る 。 本 明 細 書 で 言 及 す る 刊 行 物 、 特 許 出 願 、 特
許 、 お よ び 他 の 参 考 文 献 は い ず れ も 、 そ の 全 体 が 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
矛 盾 が 生 じ た 場 合 は 、 定 義 を 含 む 本 明 細 書 が 優 先 さ れ る だ ろ う 。 ま た 、 材 料 、 方 法 お よ び
実 施 例 は 単 な る 例 示 で あ っ て 、 限 定 を 意 図 し な い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 の 他 の 特 徴 お よ び 利 点 は 、 以 下 の 詳 細 な 説 明 お よ び 特 許 請 求 項 の 範 囲 か ら 明 ら か
に な る だ ろ う 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
詳 細 な 説 明
　 本 発 明 は 、 前 癌 状 態 、 早 期 癌 状 態 、 ま た は 癌 状 態 と 相 関 す る グ リ コ シ ル 化 の 変 化 （ 例 え
ば 細 胞 形 質 転 換 ま た は 転 移 に 付 随 し て 起 こ る 変 化 ） を 検 出 す る た め の 超 高 感 度 法 を 提 供 す
る 。 癌 は 検 出 が 早 い ほ ど 完 全 に 回 復 す る 可 能 性 が 増 加 す る の で 、 本 発 明 は 、 治 療 上 有 用 な
早 期 検 出 、 診 断 、 病 期 分 類 、 お よ び 予 後 判 定 の 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 異 常 な グ リ コ シ ル 化 は 本 質 的 に 全 て の 実 験 癌 タ イ プ お よ び ヒ ト 癌 タ イ プ に 見 い だ さ れ る
。 と り わ け 、 N結 合 型 グ リ カ ン の β 1→ 6 GlcNAc分 岐 構 造 お よ び 順 序 の 変 化 、 O結 合 型 TN抗
原 お よ び ト ム ゼ ン -フ リ ー デ ン ラ イ ヒ ま た は T抗 原 構 造 の シ ア ル 化 の 変 化 、 な ら び に シ ア ル
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化 お よ び 非 シ ア ル 化 ル イ ス 因 子 （ シ ア リ ル Lex、 シ ア リ ル Lea、 お よ び Ley） の 発 現 レ ベ ル
の 変 化 は 、 い ず れ も 腫 瘍 進 行 と 相 互 に 関 連 づ け ら れ て い る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 一 般 に 、 任 意 の N結 合 型 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 質 部 分 は 、 こ の ト リ マ ン ノ シ ル コ ア に 付 加 さ
れ る 単 糖 の 構 造 と 位 置 に 基 づ い て 、 3つ の 主 な カ テ ゴ リ の 1つ 、 す な わ ち 高 マ ン ノ ー ス 型 、
ハ イ ブ リ ッ ド 型 、 ま た は 複 合 型 に 分 類 す る こ と が で き る 。 こ れ ら の 構 造 は い ず れ も タ ン パ
ク 質 へ の 結 合 が ア ミ ノ 酸 ア ス パ ラ ギ ン を 介 し て い る （ N結 合 型 ） 。 N結 合 型 糖 で は 、 還 元 末
端 コ ア が 厳 密 に 保 存 さ れ て お り （ Man3GlcNAc2） 、 グ リ コ シ ル ア ミ ン 結 合 は 常 に GlcNAc残
基 を 介 し て い る 。 N結 合 型 オ リ ゴ 糖 の 著 し い 多 様 性 は 、 コ ア モ チ ー フ を 越 え た オ リ ゴ 糖 鎖
の 変 化 に 起 因 す る 。 第 1に 、 コ ア の 二 本 鎖 ア ー ム の 異 な る 延 長 が あ り 得 る 。 第 2に 、 変 化 は
三 本 鎖 お よ び 四 本 鎖 構 造 を も た ら す 分 岐 の 増 加 に よ っ て 生 じ 得 る 。 こ の 場 合 は 、 数 種 類 の
N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ が 二 本 鎖 構 造 に 作 用 し て 、 よ り 高 度 に 分 岐
し た オ リ ゴ 糖 を 形 成 さ せ 得 る 。 最 後 に 、 例 え ば コ ア N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 の α 1→ 6
フ コ シ ル 化 や 、 ア ン テ ナ N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 の α 1→ 3フ コ シ ル 化 な ど 、 未 完 成 グ
リ カ ン 鎖 に 他 の 残 基 が 付 加 さ れ る 場 合 が あ る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 O結 合 型 グ リ カ ン は 、 ペ プ チ ド 鎖 上 の セ リ ン ま た は ス レ オ ニ ン へ の O-グ リ コ シ ド 結 合 に
よ っ て 、 タ ン パ ク 質 に 結 合 す る 。 N結 合 型 糖 と は 異 な り 、 O結 合 型 糖 は 、 著 し い 構 造 多 様 性
を 引 き 起 こ す い く つ か の 異 な る コ ア に 基 づ い て い る 。 O結 合 型 グ リ カ ン は N結 合 型 よ り 一 般
に 小 さ く 、 タ ン パ ク 質 上 の O結 合 型 グ リ コ シ ル 化 の 位 置 を 特 定 す る た め の コ ン セ ン サ ス モ
チ ー フ が な い 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン の 変 化 は 、 タ ン パ ク 質 の 特 異 性 お よ び /ま た は 構 造 を 変 化 さ せ 、
そ の 結 果 と し て そ れ ら の 機 能 を 変 化 さ せ る こ と が 知 ら れ て お り 、 グ リ コ シ ル 化 の 変 化 は 腫
瘍 進 行 の マ ー カ ー で あ る と 古 く か ら 考 え ら れ て き た 。 ム チ ン 構 造 の 変 化 は 、 診 断 、 免 疫 療
法 、 お よ び 潜 在 的 癌 ワ ク チ ン の 開 発 に 、 一 般 腫 瘍 マ ー カ ー と し て 利 用 さ れ て き た （ Syrigo
s et al., Anticancer Res 19: 5239-44 (1999)； Graham et al., Cancer Immunol Immun
other 42: 71-80 (1996)） 。 マ ウ ス 黒 色 腫 お よ び 線 維 肉 腫 の 腫 瘍 細 胞 お よ び 転 移 巣 に お け
る N結 合 型 糖 の β 1→ 6分 岐 数 の 増 加 が 、 い く つ か の 実 験 に よ っ て 指 摘 さ れ て い る （ Kawano 
et al., Glycobiology 1: 375-385 (1991)； Bruyneel et al., J. Cell. Sci. 95: 279-8
6 (1990)） 。 ま た 、 い く つ か の 癌 細 胞 で は 分 岐 糖 形 成 の 生 物 学 的 調 節 も 変 化 し て 、 糖 が よ
り 高 度 に 分 岐 す る 方 向 へ シ フ ト し て い る よ う で あ る （ Takano et al., Glycobiology 4: 6
65-74 (1994)： Dennis et al., Semin. Cancer Biol. 2: 411-20 (1991)） 。 三 本 鎖 ま た
は 四 本 鎖 「 異 常 」 構 造 を 形 成 す る た め に 、 多 く の 癌 タ イ プ が N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ル ト
ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ IVお よ び Vな ど の 酵 素 を 産 生 ま た は 過 剰 発 現 す る （ Mori et al., J Gast
roenterol. Hepatol. 13: 610-9 (1998)； Naitoh et al., J. Gastroenterol. Hepatol. 
14: 436-45 (1999)； Guo et al., J. Cell. Biochem. 79: 370-85 (2000)） 。 グ リ コ シ ル
化 の 相 違 は 劇 的 な 場 合 （ 例 え ば 糖 鎖 上 の 分 岐 数 の 変 化 、 す な わ ち 二 本 鎖 か ら 三 本 鎖 お よ び
四 本 鎖 へ の 変 化 ） と 、 末 端 残 基 ま た は 内 部 残 基 の 微 細 な 変 化 で あ る 場 合 が あ る こ と に 注 意
す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 癌 の 診 断 マ ー カ ー と し て 使 用 す る た め に 研 究 さ れ て き た 糖 タ ン パ ク 質 に は 、 肝 細 胞 癌 （
HCC） の α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ AFP） 、 乳 癌 の ム チ ン -1（ MUC1） 、 前 立 腺 癌 の 前 立 腺 特 異
抗 原 （ PSA） 、 お よ び 内 胚 葉 組 織 か ら 生 じ る と 考 え ら れ る 腫 瘍 （ 結 腸 、 胃 、 肺 、 膵 臓 、 肝
臓 、 乳 房 、 お よ び 食 道 の 癌 を 含 む ） の 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA） が あ る 。 し か し 今 の と こ ろ 、
こ れ ら の 診 断 方 法 は 、 マ ー カ ー の 評 価 に 利 用 す る こ と が で き る 技 術 に よ っ て 制 約 さ れ て い
る 。 例 え ば 、 一 般 に 上 昇 し た PSAレ ベ ル （ 約 4ng/mlを 超 え る レ ベ ル ） は 前 立 腺 癌 を 示 し 得
る が 、 増 加 し た PSAレ ベ ル （ 約 4～ 10ng/ml） は 、 前 立 腺 炎 お よ び 良 性 前 立 腺 肥 大 ま た は BPH
を 含 む 非 悪 性 状 態 の 結 果 で あ る 場 合 も あ る 。 良 性 前 立 腺 成 長 と 悪 性 前 立 腺 成 長 が ど ち ら も
PSAの 血 漿 レ ベ ル の 増 加 に つ な が る と い う 事 実 は 、 癌 の イ ニ シ エ ー シ ョ ン 、 進 行 、 お よ び
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病 期 の 指 標 と し て の そ の 使 用 を 混 乱 さ せ る 。 し た が っ て 、 PSA検 査 は 前 立 腺 癌 の 検 出 に 大
き な 変 革 を も た ら し 、 癌 処 置 の 効 力 を 推 定 す る た め の ツ ー ル を 提 供 し た が 、 多 数 の 擬 陽 性
を も た ら し て お り 、 お そ ら く 集 団 内 の 多 く の 人 々 が 不 必 要 な 処 置 を 受 け て い る 最 も 重 要 な
一 要 因 で あ る だ ろ う 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 多 く の タ ン パ ク 質 と 同 様 に 、 PSAは 、 そ の タ ン パ ク 質 を 特 徴 づ け る た め に 用 い る 技 術 な
ら び に そ れ を 単 離 す る た め に 使 用 す る 手 法 に 依 存 し て 、 約 26,000～ 34,000Daの 分 子 量 範 囲
を 有 す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 PSAは 、 典 型 的 に は 、 そ の ポ リ ペ プ チ ド 鎖 の ア ス パ ラ ギ ン 4
5に 結 合 し た N結 合 型 糖 質 鎖 を 1つ 含 有 す る 。 正 常 ヒ ト 精 液 か ら 単 離 さ れ る PSAの 大 半 は 、 図
1に 示 す よ う に 、 末 端 に シ ア ル 酸 が 付 加 さ れ て い て 、 コ ア N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン に 1→ 6
結 合 し た フ コ ー ス を 有 す る 、 複 合 型 二 本 鎖 糖 質 鎖 （ 分 岐 構 造 が 1つ の 糖 質 鎖 ） を 含 有 す る
よ う で あ る （ Belanger et al., Prostate 27: 187-97 (1995)） 。 し た が っ て ヒ ト PSAは 平
均 で 7～ 12％ （ 質 量 パ ー セ ン ト ） の 糖 質 を 含 む 。 し か し 、 血 清 中 に は ア ス パ ラ ギ ン に 結 合
し て い る 糖 質 鎖 の 構 造 だ け が 異 な る 数 種 類 の PSAア イ ソ フ ォ ー ム が 存 在 す る こ と が 観 察 さ
れ て い る （ Guo et al., J. Cell. Biochem. 79: 370-85 (2000)） 。 糖 質 の 構 造 の 相 違 は
良 性 か ら 悪 性 へ の 疾 患 状 態 の 変 化 と 相 関 し 得 る （ Prakash and Robbins, Glycobiology 10
 (2): 174-176 (2000)） 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 α -フ ェ ト プ ロ テ イ ン （ AFP） は 、 発 生 中 の 胎 児 の 肝 臓 、 卵 黄 嚢 、 お よ び 消 化 管 に よ っ て
合 成 さ れ 、 ア ル ブ ミ ン に 対 し て 配 列 相 同 性 を 有 す る 、 正 常 胎 児 血 清 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。
こ れ は 胎 児 血 漿 の 主 要 成 分 で あ る が 、 AFPは 誕 生 後 急 速 に 循 環 系 か ら 消 失 し 、 健 常 成 人 の
場 合 、 循 環 系 に 見 い だ さ れ る の は 10μ g/L未 満 で あ る 。 AFPは 正 常 妊 娠 中 な ら び に 肝 炎 お よ
び 肝 硬 変 な ど の 良 性 肝 疾 患 中 に 上 昇 す る 他 、 癌 、 特 に 肝 細 胞 癌 お よ び 胚 細 胞 （ 非 精 上 皮 腫
） 癌 な ら び に 精 巣 胚 細 胞 腫 瘍 で も 上 昇 し 、 そ れ ほ ど 多 く は な い が 、 膵 癌 、 胃 癌 、 結 腸 癌 、
お よ び 気 管 支 原 性 癌 な ど の 他 の 悪 性 疾 患 で も 上 昇 す る 。 PSAと 同 様 に 、 AFPレ ベ ル も 、 良 性
状 態 と 悪 性 状 態 と を 大 ま か に 識 別 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 約 500ng/mlま で の 上 昇
は 一 般 に 悪 性 疾 患 に 関 係 し な い 。 AFPは 、 HCC用 の 診 断 お よ び 治 療 ツ ー ル と し て 使 用 さ れ て
い る 。 悪 性 疾 患 の 存 在 と 相 関 す る AFPの シ ア ル 化 お よ び フ コ シ ル 化 の 相 違 が 検 出 さ れ て い
る （ Naitoh et al., J. Gastroent. Hep. 14: 436-445 (1999)） 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 癌 胎 児 性 抗 原 （ CEA） は 、 腫 瘍 細 胞 の 形 質 膜 に 結 合 し て い て 、 そ こ か ら 血 中 に 放 出 さ れ
得 る 、 約 20kDの 複 合 型 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 糖 タ ン パ ク 質 で あ る 。 こ れ は 結 腸 癌 で 初 め て 同 定
さ れ た が 、 CEA血 中 レ ベ ル の 上 昇 は 結 腸 癌 に も 悪 性 疾 患 一 般 に も 特 異 的 で は な く 、 CEAレ ベ
ル の 上 昇 は 、 結 腸 癌 以 外 の 様 々 な 癌 （ 膵 癌 、 胃 癌 、 肺 癌 お よ び 乳 癌 を 含 む ） な ら び に 、 肝
硬 変 、 炎 症 性 腸 疾 患 、 慢 性 肺 疾 患 お よ び 膵 炎 を 含 む 良 性 状 態 で も 検 出 さ れ る 。 問 題 を 混 乱
さ せ る こ と に 、 CEAは 喫 煙 者 の 最 大 19パ ー セ ン ト で 、 ま た 健 常 対 照 集 団 の 3パ ー セ ン ト で 上
昇 し て い る こ と が 見 い だ さ れ て い る た め 、 単 純 な CEAレ ベ ル は 診 断 目 的 に は 有 用 で な い 。
重 要 な こ と に 、 相 違 は 、 正 常 結 腸 組 織 お よ び 癌 性 結 腸 組 織 中 の CEAの 糖 質 組 成 だ け に 観 察
さ れ る の で は な く （ Garcia et al., Cancer Res. 51 (20): 5679-86 (1991)） 、 異 な る 腫
瘍 源 か ら の CEAで も 、 個 々 の 糖 の 総 糖 質 ％ と モ ル ％ の 両 方 に 相 違 が 観 察 さ れ て い る （ DeYou
ng et al., Aust J Exp Biol Med Sci. 56 (3): 321-31 (1978)） 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 変 化 し た グ リ コ シ ル 化 パ タ ー ン を 持 ち 、 そ れ ゆ え に 悪 性 疾 患 の マ ー カ ー と し て 潜 在 的 に
有 用 な タ ン パ ク 質 は 、 HCCで 変 化 し た フ コ シ ル 化 を 示 す α -1-ア ン チ ト リ プ シ ン お よ び ト ラ
ン ス フ ェ リ ン を 含 め て 、 他 に も い く つ か 記 載 さ れ て い る （ Naitoh et al., 前 掲 ） 。 他 の
潜 在 的 マ ー カ ー に は 、 イ ン ス リ ン 様 成 長 因 子 1（ IGF-1） 、 ヒ ト 絨 毛 性 ゴ ナ ド ト ロ ピ ン （ HC
G） 、 特 に そ の β サ ブ ユ ニ ッ ト 、 CA125（ 一 部 の 乳 癌 の マ ー カ ー ） 、 グ ア ニ リ ル シ ク ラ ー ゼ
C（ GC-C） （ 一 部 の 結 腸 直 腸 癌 、 膀 胱 癌 お よ び 胃 癌 の マ ー カ ー ） 、 核 マ ト リ ッ ク ス タ ン パ
ク 質 NMP22お よ び 48（ NMP22は 膀 胱 癌 用 、 NMP48は 前 立 腺 癌 用 ） 、 α -メ チ ル ア シ ル CoAラ セ
マ ー ゼ （ AMACR） （ 一 部 の 前 立 腺 癌 の マ ー カ ー ） 、 な ら び に CA19-9（ 膵 癌 お よ び 胃 腸 （ 例

10

20

30

40

50

(17) JP 2006-515927 A 2006.6.8



え ば 胃 ） 癌 ） 、 CA242（ 膵 癌 お よ び 肺 癌 ） 、 CA72-4（ 結 腸 直 腸 癌 お よ び 卵 巣 癌 ） お よ び CA5
0（ 膵 癌 お よ び 膀 胱 癌 ） が あ る
　
　
　
　
　
　
　
　
。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 先 行 技 術 の 検 出 方 法 で は 感 度 が 不 足 し て い る の で 、 今 ま で の と こ ろ 、 こ れ ら の 潜 在 的 に
有 用 な マ ー カ ー は 全 て 、 著 し く 進 行 し た 癌 症 例 で の 使 用 、 ま た は 非 生 理 的 な イ ン ビ ト ロ 系
で の 使 用 に 限 定 さ れ て い る 。 オ リ ゴ 糖 鎖 の 単 糖 組 成 を 同 定 し 定 量 す る た め に 、 酵 素 的 切 断
ま た は 化 学 的 切 断 と 組 み 合 わ せ た ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 技 術 お よ び 電 気 泳 動 技 術 が 開 発 さ れ
て い る （ Chen et al., Glycobiology 8: 1045-52 (1998)； Raju et al., Glycobiology 1
0: 477-86 (2000)） 。 蛍 光 ラ ベ ル 糖 鎖 解 析 法 （ Fluorophore Assisted Carbohydrate Anal
ysis） （ FACE） で は 、 そ の 名 前 が 示 す と お り 、 オ リ ゴ 糖 を 蛍 光 プ ロ ー ブ で 標 識 し た 後 、 ポ
リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電 気 泳 動 に よ る グ リ カ ン 構 造 の 分 離 が 行 わ れ る （ Frado et al., El
ectrophoresis 21: 2296-308 (2000)； Yang et al., Biotechnol Prog 16: 751-9 (2000)
） 。 FACE技 術 お よ び HPLC技 術 は 極 め て 強 力 で あ る が 、 特 性 付 け に は マ イ ク ロ グ ラ ム 量 の 材
料 が 必 要 で あ る こ と が 、 重 大 な 制 約 で あ る 。 さ ら に ま た 、 オ リ ゴ 糖 構 造 を 検 出 す る た め の
標 識 プ ロ ト コ ー ル お よ び ゲ ル /HPLC分 離 技 術 は 労 働 集 約 的 で も あ る 。 し た が っ て 、 少 量 の
試 料 材 料 に 応 用 す る こ と が で き る 方 法 が 、 明 ら か に 必 要 と さ れ て い る 。 ピ コ モ ル ～ フ ェ ム
ト モ ル の 材 料 し か 必 要 と し な い 本 発 明 は 、 そ の よ う な 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 部 の 態 様 で は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル を 決 定 す る こ と を 含
む こ と が で き る 。 特 性 は 、 無 傷 の 糖 タ ン パ ク 質 の グ リ カ ン を 解 析 す る か 、 解 析 の 前 に 糖 タ
ン パ ク 質 か ら グ リ カ ン を 放 出 さ せ る か 、 ま た は 無 傷 の 糖 タ ン パ ク 質 を 消 化 し て 、 得 ら れ た
一 つ ま た は 複 数 の 糖 ペ プ チ ド 断 片 に 結 合 し て い る グ リ カ ン を 解 析 す る こ と に よ っ て 、 決 定
す る こ と が で き る 。 決 定 す る こ と が で き る グ リ カ ン の 特 性 に は 、 糖 構 造 の 一 部 ま た は 全 部
の 質 量 、 糖 の 化 学 ユ ニ ッ ト の 電 荷 、 糖 の 化 学 ユ ニ ッ ト の ア イ デ ン テ ィ テ ィ 、 糖 の 化 学 ユ ニ
ッ ト の コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン 、 糖 の 総 電 荷 、 糖 の 硫 酸 基 の 総 数 、 酢 酸 基 の 総 数 、 リ ン 酸 基 の
総 数 、 カ ル ボ キ シ ル 基 の 存 在 お よ び 数 、 ア ル デ ヒ ド ま た は ケ ト ン の 存 在 お よ び 数 、 糖 の 色
素 結 合 、 糖 の 置 換 基 の 組 成 比 、 陰 イ オ ン 糖 （ anionic sugar）  対  中 性 糖 の 組 成 比 、 ウ ロ
ン 酸 の 存 在 、 酵 素 感 受 性 、 糖 の 化 学 ユ ニ ッ ト 間 の 結 合 、 電 荷 、 分 岐 点 、 分 岐 数 、 各 分 枝 中
の 化 学 ユ ニ ッ ト の 数 、 分 岐 ま た は 非 分 岐 糖 の コ ア 構 造 、 各 分 枝 の 疎 水 性 お よ び /ま た は 電
荷 /電 荷 密 度 、 分 岐 糖 の コ ア に お け る GlcNAcお よ び /ま た は フ コ ー ス の 有 無 、 分 岐 糖 の 延 長
さ れ た コ ア に お け る マ ン ノ ー ス の 数 、 糖 の 分 岐 鎖 上 の シ ア ル 酸 の 有 無 、 糖 の 分 岐 鎖 上 の ガ
ラ ク ト ー ス の 有 無 が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 グ リ カ ン の 特 性 は 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 任 意 の 手 段 に よ っ て 同 定 す る こ と が で き
る 。 特 性 を 同 定 す る た め に 使 用 す る 手 法 は 特 性 の タ イ プ に 依 存 し 得 る 。 方 法 に は 、 例 え ば
キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 （ CE） 、 NMR、 質 量 分 析 （ MALDIと ESIの 両 方 ） な ら び に 蛍 光 検 出 HPL
Cな ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 例 え ば 分 子 量 は 、 質 量 分 析 を 含 む 数 種 類 の
方 法 で 決 定 す る こ と が で き る 。 グ リ カ ン の 分 子 量 を 決 定 す る た め の 質 量 分 析 の 使 用 は 当 技
術 分 野 に お い て は 周 知 で あ る 。 質 量 分 析 は 、 生 成 し た 断 片 （ 例 え ば 酵 素 的 切 断 に よ る も の
） の 質 量 の 報 告 に お け る そ の 正 確 さ （ ± 1ダ ル ト ン ） ゆ え に 、 そ し て ま た pM域 の 試 料 濃 度
し か 必 要 で な い こ と か ら 、 グ リ カ ン な ど の ポ リ マ ー を 特 徴 づ け る た め の 強 力 な ツ ー ル と し
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て 使 用 さ れ て き た 。 例 え ば 、 Rhomberg, et al., PNAS USA 95, 4176-4181 (1998)、 Rhomb
erg, et al., PNAS USA 95, 12232-12237 (1998)、 お よ び Ernst, et al. PNAS USA 95, 4
182-4187 (1998)な ど の 刊 行 物 に は 、 多 糖 断 片 の 分 子 量 を 同 定 す る た め の マ ト リ ッ ク ス 支
援 レ ー ザ ー 脱 離 イ オ ン 化 質 量 分 析 （ MALDI-MS） が 記 載 さ れ て い る 。 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 の 他 の タ イ プ の 質 量 分 析 、 例 え ば 電 子 ス プ レ ー MS、 高 速 原 子 衝 撃 質 量 分 析 （ FAB-MS） 、
お よ び 衝 突 活 性 解 離 質 量 分 析 （ CAD） な ど も 、 グ リ カ ン ま た は グ リ カ ン 断 片 の 分 子 量 の 同
定 に 使 用 す る こ と が で き る 。 置 換 基 ま た は 化 学 ユ ニ ッ ト の 組 成 比 （ 全 体 的 な 置 換 基 ま た は
化 学 ユ ニ ッ ト の 量 お よ び タ イ プ ） は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 な ど の 当 技 術 分 野 に お い て 公
知 の 方 法 論 を 使 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 グ リ カ ン の 各 化 学 ユ ニ ッ ト ま た は グ リ カ ン の
断 片 を 分 離 す る た め に 、 グ リ カ ン に は 、 酵 素 的 分 解 ま た は 化 学 的 分 解 な ど の 実 験 的 制 約 を
課 す こ と が で き る 。 次 に 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 を 使 っ て こ れ ら の ユ ニ ッ ト を 分 離 す る こ
と に よ り 、 グ リ カ ン 中 に 存 在 す る 置 換 基 ま た は 化 学 ユ ニ ッ ト の 量 お よ び タ イ プ を 決 定 す る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 質 量 分 析 デ ー タ は 、 グ リ カ ン が 酵 素 ま た は 化 学 薬 品 に よ る 分 解 を 受 け た 後 の グ リ カ ン 断
片 サ イ ズ に 関 す る 情 報 を 確 認 す る た め の 貴 重 な ツ ー ル で あ る 。 グ リ カ ン の 分 子 量 を 同 定 し
た 後 、 そ れ を 他 の 公 知 グ リ カ ン の 分 子 量 と 比 較 す る こ と が で き る 。 質 量 分 析 デ ー タ か ら 得
ら れ る 質 量 は 1ダ ル ト ン （ 1D） の 正 確 さ を 有 す る の で 、 酵 素 消 化 に よ っ て 得 ら れ る 一 つ ま
た は 複 数 の グ リ カ ン 断 片 の サ イ ズ を 正 確 に 決 定 す る こ と が で き 、 置 換 基 （ す な わ ち 存 在 す
る 硫 酸 基 お よ び 酢 酸 基 ） の 数 を 決 定 す る こ と が で き る 。 分 子 量 を 比 較 す る 技 術 の 一 つ は 、
質 量 線 （ mass line） を 作 成 し 、 未 知 グ リ カ ン の 分 子 量 を そ の 質 量 線 と 比 較 す る こ と に よ
り 、 同 じ 分 子 量 を 有 す る グ リ カ ン の 分 集 団 を 決 定 す る こ と で あ る 。 本 明 細 書 で 用 い る 「 質
量 線 」 と は 、 特 有 配 列 を 有 す る 考 え 得 る 各 グ リ カ ン タ イ プ に 関 す る 情 報 を グ リ カ ン の 分 子
量 に 基 づ い て 蓄 積 し て い る 情 報 デ ー タ ベ ー ス 、 好 ま し く は 、 グ ラ フ ま た は チ ャ ー ト の 形 を
し た も の で あ る 。 し た が っ て 質 量 線 は 特 定 の 分 子 量 を 有 す る い く つ か の グ リ カ ン を 記 載 す
る こ と が で き る 。 例 え ば 2ユ ニ ッ ト 多 糖 （ す な わ ち 二 糖 ） は 、 2つ の 糖 に 対 応 す る 分 子 量 に
、 32の 考 え 得 る ポ リ マ ー を 有 す る 。 し た が っ て 質 量 線 は 、 与 え ら れ た 断 片 （ 考 え 得 る 二 糖
、 四 糖 、 六 糖 、 八 糖 、 十 六 糖 ま で の 全 て ） の 特 定 の 長 さ に 特 定 の 質 量 を 一 意 的 に 割 り 当 て
て 、 そ の 結 果 を 表 に す る こ と に よ り 、 作 成 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 分 子 量 に 加 え て 、 他 の 特 性 も 、 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 を 使 っ て 決 定 す る こ と が
で き る 。 置 換 基 ま た は 化 学 ユ ニ ッ ト の 組 成 比 （ 全 体 的 な 置 換 基 ま た は 化 学 ユ ニ ッ ト の 量 お
よ び タ イ プ ） は 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 な ど の 当 技 術 分 野 に お い て 公 知 の 方 法 論 を 使 っ て
決 定 す る こ と が で き る 。 グ リ カ ン の 各 化 学 ユ ニ ッ ト を 分 離 す る た め に 、 グ リ カ ン に は 、 酵
素 的 分 解 ま た は 化 学 的 分 解 な ど の 実 験 的 制 約 を 課 す こ と が で き る 。 次 に 、 キ ャ ピ ラ リ ー 電
気 泳 動 を 使 っ て こ れ ら の ユ ニ ッ ト を 分 離 す る こ と に よ り 、 グ リ カ ン 中 に 存 在 す る 置 換 基 ま
た は 化 学 ユ ニ ッ ト の 量 お よ び タ イ プ を 決 定 す る こ と が で き る 。 ま た 、 グ リ カ ン の 分 子 量 に
基 づ く 計 算 を 使 っ て 、 置 換 基 ま た は 化 学 ユ ニ ッ ト の 数 を 決 定 す る こ と が で き る 。 糖 プ ロ フ
ァ イ ル の 決 定 を 助 け る た め に 、 い く つ か の 実 験 的 制 約 を 課 す こ と が で き る 。 例 え ば 、 多 糖
の 一 つ ま た は 複 数 の 化 学 ユ ニ ッ ト を 酵 素 的 に 除 去 す る こ と に よ り 、 糖 を 分 解 ま た は 修 飾 す
る こ と が で き る 。 例 え ば シ ア ル 酸 、 フ コ ー ス 、 ガ ラ ク ト ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 キ シ ロ ー ス 、
GlcNAc、 お よ び /ま た は GalNAcの 一 つ ま た は 複 数 を 多 糖 部 分 か ら 除 去 す る こ と が で き る 。
多 糖 部 分 か ら 化 学 ユ ニ ッ ト を 除 去 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 酵 素 の 例 に は 、 ガ ラ ク
ト ー ス 後 の α 1→ 3グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る た め の α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ガ ラ ク ト ー ス
後 の β 1→ 4結 合 を 切 断 す る た め の β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 シ ア ル 酸 後 の α 2→ 3グ リ コ シ ド
結 合 を 切 断 す る た め の α 2→ 3シ ア リ ダ ー ゼ 、 シ ア ル 酸 後 の α 2→ 6結 合 を 切 断 す る た め の α
2→ 6シ ア リ ダ ー ゼ 、 フ コ ー ス 後 の α 1→ 2グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る た め の α 1→ 2フ コ シ ダ
ー ゼ 、 フ コ ー ス 後 の α 1→ 3グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る た め の α 1→ 3フ コ シ ダ ー ゼ 、 フ コ ー
ス 後 の α 1→ 4グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る た め の α 1→ 4フ コ シ ダ ー ゼ 、 フ コ ー ス 後 の α 1→ 6
グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る た め の α 1→ 6フ コ シ ダ ー ゼ 、 GlcNAc後 の β 1→ 2、 β 1→ 4、 ま た
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は β 1→ 6結 合 を 切 断 す る た め の N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ な ど が あ る 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 糖 部 分 の 構 造 お よ び 組 成 は 、 例 え ば 酵 素 分 解 に よ っ て 解 析 す る こ と が で き る 。 各 タ イ プ
の 単 糖 お よ び 特 定 の 単 糖 と 多 糖 鎖 と の 間 の 様 々 な タ イ プ の 結 合 に つ い て 、 修 飾 酵 素 が 存 在
す る 。 例 え ば ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は 、 ガ ラ ク ト ー ス 後 の グ リ コ シ ド 結 合 を 切 断 す る た め に 使
用 す る こ と が で き る 。 ガ ラ ク ト ー ス は α 1→ 3グ リ コ シ ド 結 合 ま た は β 1→ 4結 合 に よ っ て 多
糖 鎖 中 に 存 在 し て も よ い 。 α -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は ガ ラ ク ト ー ス 後 の α 1→ 3グ リ コ シ ド 結
合 を 切 断 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ は ガ ラ ク ト ー ス 後 の β 1→
4結 合 を 切 断 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ の 供 給 源 に は S. pne
umoniaeが あ る 。 ま た 、 シ ア ル 酸 後 の α 2→ 3、 α 2→ 6、 α 2→ 8、 ま た は α 2→ 9結 合 を 特 異
的 に 切 断 す る た め に 、 様 々 な シ ア リ ダ ー ゼ を 使 用 す る こ と が で き る 。 例 え ば 、 A. urefaci
ens由 来 の シ ア リ ダ ー ゼ は 全 て の シ ア ル 酸 を 切 断 す る の に 対 し て 、 他 の 酵 素 は 結 合 位 置 に
対 す る 選 択 性 を 示 す 。 シ ア リ ダ ー ゼ （ S. pneumoniae） は ほ と ん ど も っ ぱ ら α 2→ 3結 合 を
切 断 す る が 、 シ ア リ ダ ー ゼ II（ C. perringens） は α 2→ 3結 合 お よ び α 2→ 6結 合 だ け を 切
断 す る 。 フ コ ー ス は α 1→ 2、 α 1→ 3、 α 1→ 4、 お よ び α 1→ 6グ リ コ シ ド 結 合 の ど れ に よ っ
て も 多 糖 に 結 合 す る こ と が で き 、 フ コ ー ス 後 の こ れ ら の 結 合 の そ れ ぞ れ を 切 断 す る フ コ シ
ダ ー ゼ を 使 用 す る こ と が で き る 。 α -フ コ シ ダ ー ゼ II（ X. manihotis） は フ コ ー ス 後 の α 1
→ 2結 合 だ け を 切 断 す る が 、 ウ シ 腎 臓 由 来 の α -フ コ シ ダ ー ゼ は α 1→ 6結 合 だ け を 切 断 す る
。 GlcNAcは 多 糖 鎖 と 3種 類 の 結 合 を 形 成 す る こ と が で き る 。 そ れ ら は β 1→ 2結 合 、 β 1→ 4
、 結 合 お よ び β 1→ 6結 合 で あ る 。 多 糖 鎖 中 の GlcNAc残 基 を 切 断 す る た め に 、 様 々 な N-ア セ
チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ を 使 用 す る こ と が で き る 。 ナ タ マ メ 由 来 の β -N-ア セ チ ル ヘ キ ソ
サ ミ ニ ダ ー ゼ は 、 非 還 元 末 端 β 1→ 2、 3、 4、 6結 合 N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン お よ び N-ア セ
チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン を オ リ ゴ 糖 か ら 切 断 す る た め に 使 用 す る こ と が で き 、 一 方 、 α -N-ア
セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ニ ダ ー ゼ （ ニ ワ ト リ 肝 臓 ） は 末 端 α 1→ 3結 合 N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ
ン を 糖 タ ン パ ク 質 か ら 切 断 す る 。 N結 合 型 オ リ ゴ 糖 の コ ア 配 列 中 の GlcNAc後 の β 結 合 を 切
断 す る に は 、 ア ス パ ル チ ル -N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ ダ ー ゼ な ど の 他 の 酵 素 を 使 用 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 マ ン ノ ー ス 、 グ ル コ ー ス 、 キ シ ロ ー ス 、 お よ び N-ア セ チ ル ガ ラ ク ト サ ミ ン （ GalNAc） な
ど の 他 の 特 異 的 単 糖 で 多 糖 を 分 解 す る た め の 酵 素 も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 分 岐 ア イ デ ン テ ィ テ ィ 、 す な わ ち 多 糖 が 一 本 鎖 、 二 本 鎖 、 三 本 鎖 、 ま た は 四 本 鎖 で あ る
か ど う か を 決 定 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 分 解 酵 素 も あ る 。 特 定 の 分 枝 数 を 有 す る
多 糖 は 切 断 す る が 異 な る 分 枝 数 を 有 す る 多 糖 は 切 断 し な い 様 々 な エ ン ド グ リ カ ン を 利 用 す
る こ と が で き る 。 例 え ば EndoF2は 二 本 鎖 構 造 だ け を 切 る エ ン ド グ リ カ ン で あ る 。 し た が っ
て 、 二 本 鎖 構 造 を 三 本 鎖 お よ び 四 本 鎖 構 造 と 識 別 す る た め に 、 こ れ を 使 用 す る こ と が で き
る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 ま た 、 化 学 ユ ニ ッ ト の 置 換 基 の 存 在 お よ び 数 を 決 定 す る た め に 、 修 飾 酵 素 を 使 用 す る こ
と も で き る 。 例 え ば 、 ス ル フ ァ タ ー ゼ を 使 っ て 硫 酸 基 を 除 去 す る こ と 、 ま た は ス ル ホ ト ラ
ン ス フ ェ ラ ー ゼ を 使 っ て 硫 酸 基 を 付 加 す る こ と な ど に よ り 、 酵 素 を 使 っ て 硫 酸 基 の 有 無 を
決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 グ ル ク ロ ン 酸 後 お よ び イ ズ ロ ン 酸 後 の グ リ コ シ ド 結 合 で 切 断 す る た め に 、 そ れ ぞ れ グ ル
ク ロ ニ ダ ー ゼ お よ び イ ズ ロ ニ ダ ー ゼ を 使 用 す る こ と も で き る 。 同 様 に 、 結 合 特 異 的 に ガ ラ
ク ト ー ス 残 基 を 切 断 す る 酵 素 、 お よ び 結 合 特 異 的 に マ ン ノ ー ス 残 基 を 切 断 す る 酵 素 も 存 在
す る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 こ の 方 法 に よ っ て 検 出 さ れ る グ リ カ ン の 特 性 は 、 グ リ カ ン ま た は ユ ニ ッ ト の 任 意 の 構 造
特 性 で あ る こ と も で き る 。 例 え ば 、 グ リ カ ン の 特 性 は グ リ カ ン の 分 子 質 量 ま た は 長 さ で あ
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る こ と が で き る 。 他 の 態 様 で は 、 特 性 が 、 置 換 基 ま た は ユ ニ ッ ト の 組 成 比 、 多 糖 の 基 本 ビ
ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク の タ イ プ 、 疎 水 性 、 酵 素 感 受 性 、 親 水 性 、 二 次 構 造 お よ び コ ン フ ォ メ
ー シ ョ ン （ す な わ ち 、 ら せ ん の 位 置 ） 、 置 換 基 の 空 間 的 分 布 、 化 学 ユ ニ ッ ト 間 の 結 合 、 分
岐 点 の 数 、 分 岐 多 糖 の コ ア 構 造 、 あ る 一 組 の 修 飾 と 別 の 一 組 の 修 飾 と の 比 （ す な わ ち 、 そ
れ ぞ れ の そ の 位 置 に お け る 硫 酸 化 、 ア セ チ ル 化 、 ま た は リ ン 酸 化 の 相 対 量 ） 、 タ ン パ ク 質
の 結 合 部 位 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 他 の タ イ プ の 特 性 を 同 定 す る 方 法 を 当 業 者 は 容 易 に 確 認 す る こ と が で き 、 そ れ ら は 一 般
に 特 性 の タ イ プ お よ び グ リ カ ン の タ イ プ に 依 存 し 得 る 。 そ の よ う な 方 法 に は 、 例 え ば キ ャ
ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 （ CE） 、 NMR、 質 量 分 析 （ MALDIと ESIの 両 方 ） 、 お よ び 蛍 光 検 出 HPLCな
ど が あ る が 、 こ れ ら に 限 る わ け で は な い 。 例 え ば 疎 水 性 は 逆 相 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ
ー （ RP-HPLC） を 使 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 酵 素 感 受 性 は 、 グ リ カ ン を 酵 素 に 曝 露 し
、 そ の よ う な 曝 露 後 に 存 在 す る 断 片 の 数 を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 同 定 す る こ と が で き る
。 キ ラ リ テ ィ ー は 円 偏 光 二 色 性 を 使 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 タ ン パ ク 質 結 合 部 位 は 、
質 量 分 析 、 等 温 熱 量 計 、 お よ び NMRに よ っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 結 合 は NMRお よ び /ま
た は キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 を 使 っ て 決 定 す る こ と が で き る 。 酵 素 修 飾 （ 分 解 で な い も の ）
も 、 酵 素 分 解 と 同 様 の 方 法 で 、 す な わ ち 基 質 を 酵 素 に 曝 露 し 、 MALDI-MSを 使 っ て 基 質 が 修
飾 さ れ る か ど う か を 決 定 す る こ と に よ っ て 、 決 定 す る こ と が で き る 。 例 え ば ス ル ホ ト ラ ン
ス フ ェ ラ ー ゼ は オ リ ゴ 糖 鎖 に 硫 酸 基 を 転 移 さ せ 、 そ れ に 付 随 し て 80Daの 増 加 を 引 き 起 こ す
こ と が で き る 。 コ ン フ ォ メ ー シ ョ ン は 、 モ デ リ ン グ お よ び 核 磁 気 共 鳴 （ NMR） に よ っ て 決
定 す る こ と が で き る 。 硫 酸 化 の 相 対 量 は 組 成 解 析 に よ っ て 決 定 す る か 、 ラ マ ン 分 光 法 に よ
っ て 大 雑 把 に 決 定 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 多 糖 の 電 荷 お よ び 他 の 特 性 を 同 定 す る 方 法 は 、 Venkataraman, G., et al., Science, 2
86, 537-542 (1999)、 お よ び U.S. Patent Applications Serial Nos. 09/557,997 and 09
/558,137（ ど ち ら も 2000年 4月 24日 出 願 ） に 記 載 さ れ て お り 、 こ れ ら は 参 照 と し て 本 明 細
書 に 組 み 入 れ ら れ る 。 本 明 細 書 に 記 載 の 用 途 に 適 し た 他 の 方 法 は 当 業 者 に 知 ら れ て い る 。
例 え ば Keiser, et al., Nature Medicine 7 (1), 1-6 (January 2001)、 Venkataraman, e
t al., Science 286, 537-542 (1999)を 参 照 さ れ た い 。 ま た 、 利 用 す る こ と が で き る 具 体
的 技 術 に つ い て は 、 Haroの U.S. Patent No. 6,190,522、 Jacksonの 5,340,453、 Klockの 6,
048,707も 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 キ ャ ピ ラ リ ー ゲ ル 電 気 泳 動 法 で は 、 反 応 試 料 を 直 径 の 小 さ い ゲ ル 充 填 キ ャ ピ ラ リ ー で 解
析 す る こ と が で き る 。 キ ャ ピ ラ リ ー の 小 さ い 直 径 （ 50ミ ク ロ ン ） は 、 電 気 泳 動 中 に 生 成 す
る 熱 を 効 率 よ く 散 逸 さ せ る 。 し た が っ て 、 過 剰 な ジ ュ ー ル 加 熱 を 伴 わ ず に 高 い 電 場 強 度 を
使 用 し て （ 400V/m） 、 分 離 時 間 を 1反 応 ラ ン あ た り 約 20分 ま で 短 縮 さ せ 、 従 来 の ゲ ル 電 気
泳 動 よ り も 分 解 能 を 高 め る こ と が で き る 。 ま た 、 多 く の キ ャ ピ ラ リ ー を 並 行 し て 解 析 す る
こ と に よ り 、 生 成 す る グ リ カ ン 情 報 を 増 幅 さ せ る こ と も で き る 。 特 に 、 レ ー ザ ー 誘 起 蛍 光
検 出 キ ャ ピ ラ リ ー 電 気 泳 動 法 （ CE-LIF） を 使 用 し て 、 正 確 な 構 造 決 定 を 達 成 す る こ と が で
き る （ Krylov et al., J. Chromatogr. B741: 31-35 (2000)、 Song et al., Anal. Bioch
em. 304 (1): 126-9 (2002)、 Monsarrat et al., Glycobiology 9 (4): 335-42 (1999)）
。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 一 局 面 と し て 、 本 発 明 は 、 一 つ ま た は 複 数 の 解 析 技 術 （ 例 え ば U.S. Patent Applicatio
n No. 10/244,805に 記 載 の 技 術 ） を 使 っ て 解 析 し た 場 合 に 公 知 の 特 性 を 有 す る 公 知 グ リ カ
ン 分 子 に 関 す る デ ー タ を 含 有 す る 複 数 の 記 録 を 含 む デ ー タ ベ ー ス の 構 築 お よ び 使 用 を 含 む
こ と が で き る 。 例 え ば 公 知 グ リ カ ン は 、 公 知 の 組 成 、 構 造 、 お よ び 分 子 量 を 有 す る 標 的 糖
タ ン パ ク 質 、 糖 類 、 オ リ ゴ 糖 、 ま た は 多 糖 で あ る こ と が で き る 。 特 性 は 、 と り わ け キ ャ ピ
ラ リ ー 電 気 泳 動 、 高 圧 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ HPLC） 、 ゲ ル 浸 透 お よ び /ま た は イ オ ン
交 換 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 核 磁 気 共 鳴 （ NMR） 、 酵 素 に よ る 修 飾 、 例 え ば 細 胞 外 酵 素 ま た

10

20

30

40

50

(21) JP 2006-515927 A 2006.6.8



は 細 胞 内 酵 素 に よ る 消 化 、 化 学 的 消 化 、 ま た は 化 学 修 飾 な ど の 技 術 を 使 っ て 得 ら れ る デ ー
タ で あ る こ と が で き る 。 本 プ ロ セ ス は 分 子 全 体 ま た は そ の 一 部 を 使 っ て 行 う こ と が で き る
。 結 果 を さ ら に 定 量 化 す る こ と も で き る 。 デ ー タ ベ ー ス 中 の 各 記 録 は 、 以 下 に 挙 げ る デ ー
タ の 一 つ ま た は 複 数 を 含 む こ と が で き る ： 公 知 グ リ カ ン を 単 離 し た 被 験 者 の 状 態 に 関 す る
デ ー タ 、 例 え ば 正 常 、 癌 、 前 癌 、 良 性 な ど ； グ リ カ ン の 一 つ ま た は 複 数 の 特 性 と 被 験 者 の
状 態 と の 相 関 関 係 に 関 す る デ ー タ ； 予 後 デ ー タ ； 治 療 デ ー タ （ あ る 与 え ら れ た 化 合 物 の 投
与 お よ び そ の 後 の 当 該 化 合 物 の 効 果 な ど ） ； 任 意 の 癌 の 成 長 に 関 す る デ ー タ な ど 。 一 部 の
態 様 で は 、 記 録 が 、 処 置 の 存 在 （ 例 え ば 、 化 合 物 、 例 え ば 薬 （ 例 ： ホ ル モ ン ） 、 ビ タ ミ ン
、 食 物 ま た は 食 品 添 加 物 の 投 与 ） 、 環 境 因 子 の 存 在 （ 例 え ば 環 境 中 の あ る 物 質 の 存 在 ） 、
遺 伝 因 子 、 ま た は 年 齢 な ど の 身 体 因 子 の 存 在 の う ち 、 一 つ ま た は 複 数 に 関 す る デ ー タ を 含
む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ０ 】
　 デ ー タ ベ ー ス は 、 本 明 細 書 に 記 載 す る 記 録 の そ れ ぞ れ に つ い て 様 々 な デ ー タ を 記 憶 す る
こ と が で き る 任 意 の 種 類 の 記 憶 シ ス テ ム で あ っ て よ い 。 例 え ば デ ー タ ベ ー ス は フ ラ ッ ト フ
ァ イ ル 、 リ レ ー シ ョ ナ ル デ ー タ ベ ー ス 、 デ ー タ ベ ー ス 中 の 表 、 コ ン ピ ュ ー タ 可 読 揮 発 性 ま
た は 不 揮 発 性 メ モ リ 中 の オ ブ ジ ェ ク ト 、 コ ン ピ ュ ー タ プ ロ グ ラ ム に よ る ア ク セ ス が 可 能 な
デ ー タ 、 例 え ば コ ン ピ ュ ー タ 可 読 記 憶 媒 体 上 の ア プ リ ケ ー シ ョ ン プ ロ グ ラ ム フ ァ イ ル の リ
ソ ー ス フ ォ ー ク に 記 憶 さ れ た デ ー タ な ど で あ る こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 デ ー タ ベ ー ス
は コ ン ピ ュ ー タ 可 読 媒 体 （ 例 え ば コ ン ピ ュ ー タ メ モ リ ま た は 記 憶 装 置 ） 中 に あ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 形 質 転 換 過 程 に 付 随 し て 起 こ る グ リ コ シ ル 化 の 変 化 の 性 質 を 決 定 す る た め に 本 発 明 の 超
高 感 度 法 を 使 用 し 終 え た ら 、 得 ら れ た 情 報 を 使 っ て 他 の 診 断 ツ ー ル 、 例 え ば ELISAお よ び /
ま た は レ ク チ ン 結 合 技 術 に 基 づ く キ ッ ト な ど を 開 発 す る こ と が で き る 。 し た が っ て 、 本 明
細 書 に 記 載 の 方 法 を 使 っ て 得 ら れ る 情 報 は 、 癌 の 発 病 に 伴 う グ リ コ シ ル 化 変 化 の 正 確 な 他
の ア ッ セ イ を 開 発 す る た め の 情 報 を 提 供 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 ま た 、 本 発 明
の 方 法 は 、 標 的 タ ン パ ク 質 上 の グ リ カ ン の 質 量 お よ び ア イ デ ン テ ィ テ ィ を 、 与 え ら れ た 疾
患 状 態 ま た は 病 期 と 相 互 に 関 連 づ け て 、 簡 単 な 質 量 決 定 だ け を 用 い る 迅 速 な 病 期 分 類 を 可
能 に す る た め に 使 用 す る こ と も で き る 。 こ の 情 報 は 医 師 に と っ て 、 例 え ば 処 置 を 選 択 す る
際 に 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 医 師 に 特 定 の 処 置 方 針 を 選 択 さ せ 、 か つ ／ ま た は 選 択 し た 処 置
方 針 の 経 過 を 医 師 が 監 視 す る こ と を 可 能 に す る 。 例 え ば 、 癌 が 転 移 性 に な り そ う に な い こ
と を 標 的 糖 タ ン パ ク 質 の 糖 プ ロ フ ァ イ ル が 示 し た と す る と 、 医 師 は 、 化 学 療 法 ま た は 放 射
線 療 法 を 使 用 し な い と い う 選 択 を す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
実 施 例
　 以 下 の 実 施 例 で は 本 発 明 を さ ら に 詳 し く 説 明 す る が 、 以 下 の 実 施 例 は 特 許 請 求 の 範 囲 に
記 載 す る 本 発 明 の 範 囲 を 限 定 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
材 料 お よ び 方 法
免 疫 精 製 し た 標 的 タ ン パ ク 質 の 特 性 解 析
　 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ テ ィ ン グ に 続 い て 銀 染 色 （ タ ン パ ク 質 を 検 出 す る た め ） お よ び /ま た
は 糖 タ ン パ ク 質 ECL化 学 発 光 （ 糖 質 を 検 出 す る た め ） （ Amersham） を 行 う こ と に よ り 、 標
的 タ ン パ ク 質 お よ び グ リ カ ン の 純 度 を 調 べ た 。 後 者 の ア ッ セ イ で は 、 糖 質 残 基 を 過 ヨ ウ 素
酸 で 酸 化 し た 後 、 ビ オ チ ン ヒ ド ラ ジ ド に 結 合 さ せ る 。 シ グ ナ ル は 、 製 造 者 の 指 示 に 従 っ て
他 の 化 学 発 光 検 出 系 の 場 合 と 同 様 に 発 生 さ せ た 。 グ リ コ シ ル 化 さ れ て い な い タ ン パ ク 質 は
シ グ ナ ル を 出 さ な い 。 こ れ ら の 検 出 系 は 、 固 定 化 抗 体 カ ラ ム か ら の 溶 出 物 の 試 験 に 適 し て
お り 、 さ ら な る 特 性 付 け に 必 要 な 情 報 を 与 え る だ ろ う 。 単 離 し た 材 料 に き れ い な タ ン パ ク
質 バ ン ド が ひ と た び 検 出 さ れ た ら 、 直 ち に MS配 列 決 定 に 進 ん だ 。 通 常 、 糖 タ イ ピ ン グ に は
免 疫 精 製 で 十 分 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
無 傷 の タ ン パ ク 質 ま た は ペ プ チ ド 断 片 の MALDI-MSに よ る 糖 質 構 造 決 定
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　 上 記 の ス テ ッ プ で 回 収 さ れ た タ ン パ ク 質 が 比 較 的 純 粋 で あ る こ と が 決 定 さ れ た ら 、 無 傷
の タ ン パ ク 質 を 直 接 MALDI-MSで 調 べ た 。 ま た 、 適 切 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 を 使 っ て 得 た ペ
プ チ ド を 解 析 す る こ と も で き た 。 適 切 な タ ン パ ク 質 分 解 酵 素 （ 例 え ば ク ロ ス ト リ パ イ ン ま
た は キ モ ト リ プ シ ン ） に よ っ て 生 成 す る 糖 質 部 分 含 有 小 ペ プ チ ド を 単 離 し 、 MSに よ っ て 調
べ る こ と が で き る 。 こ れ ら の 糖 ペ プ チ ド は 約 9～ 13ア ミ ノ 酸 長 で 、 質 量 分 析 デ ー タ を よ り
容 易 に 、 正 確 に 、 か つ 高 感 度 （ 材 料 の 必 要 量 は 1ピ コ モ ル 未 満 ） に 取 得 す る こ と が で き る
約 1000～ 4500Daの 範 囲 の 分 子 量 を 有 す る 。 上 述 の よ う に MALDI-MSは 極 め て 高 感 度 で あ り 、
数 ピ コ モ ル 以 下 の 材 料 し か 必 要 と し な い 。 質 量 の 正 確 さ は 約 0.1～ 0.01％ 程 度 だ っ た 。 糖
ペ プ チ ド の 場 合 、 解 析 は 、 典 型 的 に は 、 2,5-ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 ま た は （ α -シ ア ノ -4-
ヒ ド ロ キ シ ケ イ 皮 酸 ） を 用 い る ポ ジ テ ィ ブ モ ー ド で 完 遂 さ れ る 。 次 に 、 信 号 対 雑 音 比 が 最
大 に な る よ う に 、 装 置 の 加 速 電 圧 お よ び グ リ ッ ド 電 圧 を 体 系 的 に 変 化 さ せ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
MS解 析 用 ま た は 配 列 決 定 用 の オ リ ゴ 糖 の 調 製
　 ア フ ィ ニ テ ィ ー 精 製 し た タ ン パ ク 質 か ら 、 PNGase F（ New England Biolabs） と 共 に イ
ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ っ て 、 N結 合 型 グ リ カ ン を 遊 離 さ せ た 。 ア ミ ン 誘 導 体 化 磁 気 ビ
ー ズ （ Pierce） に 共 有 結 合 さ せ た PNGase Fを 使 用 す る こ と に よ り 、 約 1～ 10μ g以 上 の 糖 タ
ン パ ク 質 を 消 化 し て 、 50ng～ 1μ gの 多 糖 を 得 た （ よ り 少 量 ま た は よ り 多 量 を 使 用 す る こ と
も で き 、 ま た 、 例 え ば ビ ス (ス ル ホ ス ク シ ン イ ミ ジ ル )ス ベ ラ ー ト ま た は ジ メ チ ル ア ジ ポ イ
ミ デ ー ト な ど の 二 官 能 性 架 橋 剤 を 使 っ て ビ ー ズ に 化 学 的 架 橋 す る こ と な ど に よ り 、 他 の 酵
素 を ビ ー ズ に 結 合 す る こ と も で き る ） 。 タ ン パ ク 質 は ま ず 95℃ で 10分 間 変 性 さ せ た 後 、 PN
Gase Fと 共 に 37℃ で 終 夜 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 次 に 、 3倍 体 積 の 冷 エ タ ノ ー ル を 試 料 に 加
え 、 氷 上 で 1時 間 イ ン キ ュ ベ ー ト す る こ と に よ り 、 タ ン パ ク 質 を 沈 殿 さ せ て 、 遊 離 し た グ
リ カ ン を 溶 液 中 に 残 し た 。 5分 間 遠 心 分 離 し た 後 、 上 清 を 集 め て 、 SpeedVacで 乾 燥 し た 。
次 に 、 乾 燥 し た グ リ カ ン を 水 に 再 懸 濁 し 、 GlycoClean H活 性 炭 カ ー ト リ ッ ジ （ Glyko） で
精 製 し た 。 次 に 、 溶 出 し た 試 料 を 凍 結 乾 燥 し 、 配 列 決 定 ま た は MALDI解 析 の た め に 水 100μ
lに 再 懸 濁 す る こ と に よ り 、 最 終 濃 度 を 約 10μ M/Lに し た 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
単 離 さ れ た グ リ カ ン の MALDI-MSに よ る 糖 質 構 造 の 決 定
　 水 中 の 300mMス ペ ル ミ ン を 含 む 2,5-ジ ヒ ド ロ キ シ 安 息 香 酸 マ ト リ ッ ク ス を 使 っ て 、 N結 合
型 グ リ カ ン を 解 析 し た 。 約 50フ ェ ム ト モ ル ～ 100pmol、 一 般 に 5～ 20pmolの 範 囲 の グ リ カ ン
試 料 1マ イ ク ロ リ ッ ト ル （ 1μ l） を MALDI-MSプ レ ー ト に 加 え 、 直 ち に 1μ lの 飽 和 マ ト リ ッ
ク ス 溶 液 を 添 加 し た 。 次 に 、 解 析 に 先 立 っ て 、 試 料 を 乾 燥 さ せ た （ Mechref and Novotny,
 Journal of the American Society for Mass Spectrometry 9: 1293-1302 (1998)、 Mech
ref and Novotny, Analytical Chemistry 70: 455-463 (1998)） 。 あ る い は 、 ペ プ チ ド と
の 糖 複 合 体 形 成 を 使 用 す る こ と も で き る （ Venkataraman et al., Science 286: 537-42. 
(1999)、 Rhomberg et al, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95: 4176- 81 (1998)） 。 配 列 解
析 の 場 合 は 、 製 造 者 の 説 明 書 （ Glyko, Inc.） に 従 っ て 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 に 適 当 な グ
リ コ シ ダ ー ゼ （ 例 え ば シ ア リ ダ ー ゼ 、 β -ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 、 ま た は N-ア セ チ ル ヘ キ ソ サ
ミ ニ ダ ー ゼ ） を 加 え 、 適 当 な イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 措 置 後 に 糖 構 造 の 質 量 を 測 定 し た 。 血 清
由 来 PSAの N結 合 型 オ リ ゴ 糖 の MALDI-MSに よ る 配 列 決 定 に は 次 の 戦 略 が 含 ま れ る 。 す な わ ち
、 一 連 の グ リ コ シ ダ ー ゼ を 使 っ て 、 非 還 元 末 端 か ら ア ス パ ラ ギ ン 残 基 に N結 合 し て い る N-
ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン ま で の 配 列 を 、 読 み 取 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
質 量 -ア イ デ ン テ ィ テ ィ 関 係 の 決 定
　 試 料 中 の 標 的 タ ン パ ク 質 上 の グ リ カ ン の 質 量 が 決 定 さ れ た ら 、 そ の 質 量 を 、 当 技 術 分 野
に お い て 公 知 の 方 法 を 使 っ て 、 そ れ ら の グ リ カ ン の ア イ デ ン テ ィ テ ィ と 関 係 づ け る 。 例 え
ば U.S. Patent No. 5,607,859、 USSN 09/558,137、 WO 00/65521を 参 照 さ れ た い 。 一 例 と
し て 、 正 常 PSAに 関 す る 質 量 -ア イ デ ン テ ィ テ ィ 関 係 は 、 以 下 に の よ う に 決 定 さ れ る だ ろ う
。
【 ０ ０ ７ ８ 】
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　 N結 合 型 グ リ コ シ ル 化 部 位 に 典 型 的 に 見 い だ さ れ る オ リ ゴ 糖 鎖 の 様 々 な ビ ル デ ィ ン グ ブ
ロ ッ ク の 分 子 量 を 、 表 1に 示 す 。 一 例 と し て 、 正 常 組 織 由 来 の PSAは 、 特 定 の 順 序 で （ す な
わ ち 図 1に 示 す 順 序 で ） 配 列 さ れ た こ れ ら の ビ ル デ ィ ン グ ブ ロ ッ ク を 有 す る 。 腫 瘍 細 胞 に
お い て 分 岐 糖 形 成 の 生 化 学 経 路 が 異 な る と 、 追 加 の 分 枝 が PSAオ リ ゴ 糖 コ ア に 付 加 さ れ 得
る 。 追 加 の 分 枝 の 導 入 （ す な わ ち 悪 性 疾 患 の 発 病 と 相 関 す る 三 本 鎖 構 造 の 形 成 ） は 、 一 般
に 、 質 量 変 化 （ 例 え ば 正 常 PSA由 来 の PSAオ リ ゴ 糖 を 約 657Da上 回 る 質 量 変 化 ） を も た ら す
だ ろ う 。 同 様 に 、 四 本 鎖 糖 の 質 量 は 、 一 般 に 、 PSA上 の 正 常 二 本 鎖 糖 構 造 と 比 較 し て 1,022
Da増 加 す る だ ろ う 。 オ リ ゴ 糖 の 質 量 差 は 本 明 細 書 に 記 載 の MALDI-MS技 術 を 使 っ て 容 易 に 監
視 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 一 例 と し て 、 血 清 （ 正 常 ） か ら 単 離 さ れ る PSAは 、 一 般 に 、 2370.2Daの 質 量 を 有 す る 二
本 鎖 型 の 主 要 な グ リ コ シ ル 化 を 持 っ て い る 。 し か し 、 癌 細 胞 （ 例 え ば LnCaP細 胞 ） か ら 単
離 さ れ る PSAは 、 一 般 に 、 2370.2Daの 二 本 鎖 構 造 に 加 え て 、 三 本 鎖 糖 （ 3026.8Da） お よ び
四 本 鎖 糖 （ 3392.1Da） に 相 当 す る 追 加 の 分 子 種 を 持 っ て い る 。 正 常 細 胞 と 癌 細 胞 に 由 来 す
る PSAの 質 量 ス ペ ク ト ル に お け る こ の 特 徴 的 な 相 違 は 、 図 3に 示 す よ う に 、 「 質 量 -ア イ デ
ン テ ィ テ ィ 」 相 関 を 確 立 す る た め に 使 用 す る こ と が で き る 。 こ れ は 任 意 の 標 的 タ ン パ ク 質
に つ い て 行 う こ と が で き る 。 こ の 質 量 -ア イ デ ン テ ィ テ ィ ス ペ ク ト ル 中 の 各 ピ ー ク は 、 一
群 の 分 子 （ 二 本 鎖 、 三 本 鎖 ま た は 四 本 鎖 ） を 表 す が 、 そ れ ら 各 群 内 の 微 細 な 変 化 は こ れ ら
の ピ ー ク の さ ら な る 分 裂 を も た ら し 得 る と い う こ と に 注 意 す る こ と が 重 要 で あ る 。 例 え ば
、 上 述 の 質 量 は 、 各 鎖 に つ い て 末 端 シ ア ル 酸 残 基 の 存 在 を 含 め て 計 算 し た 。 こ れ は 、 そ う
で あ る 場 合 も あ る し 、 常 に そ う で あ る と は 限 ら な い 場 合 も あ る 。 例 え ば 、 三 本 鎖 構 造 中 の
鎖 の う ち （ 3つ で は な く ） 2つ だ け が 末 端 シ ア ル 酸 を 有 す る か も し れ な い 。 そ の 場 合 は 、 質
量 が 相 応 に 変 化 す る こ と に な り 、 本 明 細 書 に 記 載 す る MS法 を 使 え ば 、 そ の よ う な 変 化 は 容
易 に 検 出 さ れ る 。 腫 瘍 細 胞 由 来 の 標 的 糖 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば PSA） と の 比 較 で 「 正 常 」 な
標 的 糖 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば PSA） を 表 す オ リ ゴ 糖 の 質 量 シ グ ナ チ ャ ー は 、 こ の 解 析 か ら 容
易 に 得 る こ と が で き る 。 癌 細 胞 内 、 例 え ば LNCaP細 胞 な ど の 前 立 腺 癌 細 胞 内 で の グ リ カ ン
代 謝 の 体 系 的 な 変 化 に 対 応 す る 再 現 性 の あ る 相 違 は 、 本 方 法 を 使 っ て 同 定 す る こ と が で き
る だ ろ う 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 （ 表 １ ） N結 合 型 糖 タ ン パ ク 質 に 見 い だ さ れ る 一 般 的 モ ノ マ ー お よ び そ れ ら の 分 子 量 の
表
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ８ １ 】
質 量 -ア イ デ ン テ ィ テ ィ 関 係 の 疾 患 状 態 ま た は 病 期 と の 相 関
　 様 々 な 公 知 の 疾 患 状 態 お よ び 病 期 を 有 す る 被 験 者 か ら 得 た 試 料 、 例 え ば IMPATH（ BioCli
nical Partners, Inc、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 フ ラ ン ク リ ン ） な ど の 試 料 バ ン ク か ら 入 手 し
た 試 料 を 解 析 す る 。 一 般 的 に は 病 歴 が わ か っ て い る 被 験 者 を 選 択 す る 。 試 料 中 の 標 的 タ ン
パ ク 質 上 の グ リ カ ン の 質 量 を 決 定 し 、 そ れ ら の グ リ カ ン の ア イ デ ン テ ィ テ ィ と 関 係 づ け た
ら 、 グ リ カ ン の 質 量 -ア イ デ ン テ ィ テ ィ と 疾 患 状 態 ま た は 病 期 と を 相 互 に 関 連 づ け る 。 一
例 と し て 、 グ リ コ シ ル 化 の 変 化 を 、 疾 患 状 態 （ 例 え ば 非 癌 正 常 状 態 、 非 癌 過 形 成 状 態 （ 例
え ば 良 性 前 立 腺 肥 大 （ BPH） ） 、 非 癌 炎 症 状 態 （ 例 え ば 前 立 腺 炎 、 増 殖 性 炎 症 性 萎 縮 （ pro
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liferative inflammatory atrophy（ PIA） ） 、 前 癌 状 態 （ 例 え ば 前 立 腺 上 皮 内 新 形 成 （ PI
N） ） ま た は 癌 状 態 （ 例 え ば 前 立 腺 癌 （ PCa） ） を 含 む が 、 こ れ ら に 限 ら な い ） と 相 互 に 関
連 づ け る こ と が で き る 。 グ リ コ シ ル 化 の 変 化 は 、 例 え ば TNM（ 腫 瘍 の み （ T） 、 リ ン パ 節 へ
の 拡 が り （ N） 、 ま た は 転 移 （ M） ） な ど の 体 系 、 ま た は 他 の 分 類 体 系 （ グ リ ー ソ ン 分 類 /
グ リ ー ソ ン ス コ ア ま た は 他 の 分 類 体 系 を 含 む が こ れ ら に 限 ら な い ） な ど を 使 っ て 、 病 期 と
相 互 に 関 連 づ け る こ と も で き る 。 限 定 す る わ け で は な い が 一 例 と し て 前 立 腺 癌 を 取 り 上 げ
る と 、 以 下 の 分 類 体 系 が 役 立 ち 得 る ： I（ A） 期 の 癌 は 直 腸 内 触 診 （ DRE） で は 感 知 す る こ
と が で き ず 、 症 状 を 何 も 引 き 起 こ さ ず 、 前 立 腺 外 に 拡 が っ て い な い 、 II（ B） 期 の 癌 は DRE
で 感 知 で き る か 、 ま た は PSAが 増 加 す る が 、 前 立 腺 外 に は 拡 が っ て い な い 、 III（ c） 期 の
癌 は 前 立 腺 外 の 近 傍 組 織 ま で 拡 が っ て い る 、 IV（ D） 期 の 癌 は リ ン パ 節 ま た は 身 体 の 他 の
部 分 ま で 拡 が っ て い る 。 当 技 術 分 野 に お い て 知 ら れ て い る 、 疾 患 を 例 え ば 臨 床 的 に ま た は
病 理 学 的 に 病 期 分 類 す る 、 他 の 任 意 の 体 系 を 使 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
実 施 例 1
LNCaP細 胞 中 の PSAの 糖 タ イ ピ ン グ
LnCaP細 胞 か ら の PSAの 単 離
　 LnCaP細 胞 を 、 10％ FBSを 含 有 す る RPMI1640培 地 で 48～ 72時 間 、 平 板 培 養 し 、 培 養 物 を 温
か い HBSSで 洗 浄 し た 後 、 新 し い 培 地 を 加 え た 。 24～ 48時 間 後 に 培 養 上 清 を 集 め 、 -20℃ で
凍 結 し た 。 PSA測 定 は 、 融 解 し た 上 清 に 対 し て 、 市 販 の マ ウ ス 抗 ヒ ト PSAモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗
体 （ TandemE PSA Immunoenzymatic Assay、 Hybritech、 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ）
を 使 っ て 行 っ た 。 結 果 は 一 般 に 、 ng/ml PSA/10 6 細 胞 と し て 表 さ れ る 。 こ の ア ッ セ イ の 感
度 の 限 界 は 約 0.2ng/mlで あ る
　
　
　
　
　
　
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 簡 単 に 述 べ る と 、 抗 PSA抗 体 結 合 ゲ ル を 使 っ て 、 培 地 か ら PSAを 精 製 し た 。 Immunopure架
橋 キ ッ ト （ Pierce、 イ リ ノ イ 州 ロ ッ ク フ ォ ー ド ） を 使 っ て 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル ウ サ ギ 抗 ヒ ト
PSA抗 体 （ Donn et al., Prostate 14, 237-49 (1989)） （ AXL685、 Accurate Chemical & 
Scientific Corporation） を 、 プ ロ テ イ ン Gセ フ ァ ロ ー ス に 結 合 し た 。 架 橋 前 に プ ロ テ イ
ン Gセ フ ァ ロ ー ス を Immunopure結 合 緩 衝 液 で 平 衡 化 し て か ら 、 濃 度 3～ 4mg-IgG/ml-ゲ ル の
抗 PSA IgGと 混 合 し た 。 室 温 で 穏 や か に 上 下 反 転 さ せ る こ と に よ っ て 溶 液 を 混 合 し た 。 30
～ 60分 後 に 、 ゲ ル を 緩 衝 液 で 洗 浄 し 、 DMP（ ジ メ チ ル ピ メ ル イ ミ デ ー ト ） の 溶 液 を 使 っ て
、 室 温 で 1～ 2時 間 、 抗 体 を 結 合 さ せ た 。 Immunopureブ ロ ッ キ ン グ 緩 衝 液 を 使 っ て 、 残 存 活
性 部 位 を ブ ロ ッ ク し た 。 未 結 合 IgGを グ リ シ ン -HCl（ pH2.5） で 溶 出 さ せ 、 ゲ ル を 洗 浄 し た
後 、 0.02％ ア ジ 化 ナ ト リ ウ ム 含 有 PBS中 に 保 存 し た 。 免 疫 精 製 の た め に 、 PSA含 有 培 地 を 洗
浄 し た 抗 PSA結 合 ゲ ル と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 室 温 で 30～ 60分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た
後 、 未 結 合 画 分 を 取 り 除 き 、 PBSで 3～ 4回 ゲ ル を 洗 浄 し た 。 次 に 、 結 合 し て い る PSAを 、 等
体 積 の 100mM酢 酸 を 使 っ て バ ッ チ 法 で 溶 出 さ せ た 。 得 ら れ た 画 分 （ 3ま た は 4） を 回 集 し 、 S
peed Vacを 使 っ て 濃 縮 し た 。 次 に 、 濃 縮 し た 画 分 を SDS-PAGEで 分 解 す る こ と に よ り 、 図 4
に 示 す よ う に 、 純 度 お よ び 分 子 サ イ ズ を 確 認 し た 。 場 合 に よ っ て は 、 溶 出 し た 画 分 を 、 50
mlの Tris-HCl（ pH8.5） を 含 む チ ュ ー ブ に 入 れ 、 回 収 さ れ た PSAの 濃 度 を 見 積 も る た め に 使
用 し た （ Hybritechキ ッ ト ） （ Qian et al., Clin. Chem. 43: 352-9. (1997)） 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 単 離 後 に 、 PSAを 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 解 析 し た 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
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実 施 例 2
ヒ ト 血 清 中 の PSAの 糖 タ イ ピ ン グ
ヒ ト 血 清 か ら の PSAの 単 離 ：
　 血 清 試 料 中 に 存 在 す る PSAが 90％ を 超 え て 精 製 さ れ る と 推 定 さ れ る 固 相 ア フ ィ ニ テ ィ ー
捕 捉 法 が 開 発 さ れ て い る （ Hurst et al., Anal. Chem. 71: 4727-33. (1999)） 。 全 て の
反 応 を 滅 菌 低 付 着 1.5mL微 量 遠 心 チ ュ ー ブ （ VWR） で 行 っ た 。 ア ミ ノ -ポ リ ス チ レ ン ビ ー ズ
（ 3～ 3.4 mm、 5％ w/v； Spherotech, Inc.） を 、 炭 酸 ナ ト リ ウ ム 緩 衝 液 中 の 0.5％ グ ル タ ル
ア ル デ ヒ ド で 処 理 し た 。 過 剰 の 試 薬 を 除 去 す る た め に 洗 浄 し た 後 、 炭 酸 緩 衝 液 中 の ウ サ ギ
抗 ヒ ト PSA抗 体 （ Accurate Chemical & Scientific Corporation） を 、 室 温 で 数 時 間 結 合
さ せ た 。 ビ ー ズ を 洗 浄 し た 後 、 10mg/mLシ ア ノ 水 素 化 ホ ウ 素 ナ ト リ ウ ム を 1時 間 半 反 応 さ せ
て 、 抗 体 を 共 有 結 合 に よ り そ の 場 に 固 定 し た 。 誘 導 体 化 さ れ た ビ ー ズ を 穏 や か に 浸 透 し な
が ら ヒ ト 血 清 と 室 温 で 2時 間 混 合 し た 。 捕 捉 後 に 、 試 料 を PBSで 5回 洗 浄 し 、 1： 3： 2 ギ 酸 /
水 /ア セ ト ニ ト リ ル で 溶 出 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 単 離 後 に 、 無 傷 の PSAを 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に 解 析 し た 。 図 5は 、 本 方 法 に よ っ て 正
常 ヒ ト 血 清 か ら 単 離 さ れ 解 析 さ れ た PSAが 比 較 的 純 粋 な 単 一 物 で あ り 、 実 験 的 に 決 定 し た
分 子 量 は 28,478.3Daで あ る こ と を 示 し て い る 。 こ の 分 子 量 は 、 一 フ コ シ ル 化 二 本 鎖 糖 構 造
を 有 す る 主 要 PSAポ リ ペ プ チ ド の 理 論 分 子 質 量 に 極 め て よ く 一 致 し て い る 。 こ れ ら の 結 果
は 、 本 方 法 が ヒ ト 血 清 か ら 単 離 さ れ た PSAに 応 用 で き る こ と を 証 明 し て い る 。 同 様 の 方 法
を 使 っ て 、 選 択 し た 任 意 の 標 的 マ ー カ ー タ ン パ ク 質 、 例 え ば AFPま た は CEAを 単 離 す る こ と
が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
実 施 例 3
MALDI-MSに 基 づ く PSA由 来 N結 合 型 グ リ カ ン の 配 列 決 定
　 正 常 PSAを Calbiochemか ら 入 手 す る か 、 健 常 男 性 ボ ラ ン テ ィ ア の 血 清 試 料 （ IMPATHと 呼
ば れ る 臨 床 団 体 か ら 入 手 ） か ら 精 製 し 、 本 明 細 書 に 記 載 す る よ う に グ リ カ ン を タ ン パ ク 質
か ら 分 離 し た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 PNGase F消 化 後 に PSAの グ リ カ ン 構 造 を 単 離 し 、 直 接 MAL
DI-MSで 解 析 し た 。 図 6Aに 示 す よ う に 、 無 傷 の グ リ カ ン 構 造 の 解 析 に よ り 、 2369.5の 質 量
が 得 ら れ た が 、 こ れ は コ ア フ コ ー ス と 2つ の 末 端 シ ア ル 酸 と を 有 す る 二 本 鎖 構 造 （ 理 論 質
量 2370.2； 図 7） と 一 致 す る 。 シ ア リ ダ ー ゼ で 処 理 す る と 質 量 は 582.6減 少 し た が 、 こ れ は
2つ の シ ア ル 酸 残 基 の 喪 失 に 合 致 す る （ 図 6Bお よ び 図 7） 。 ア シ ア ロ 試 料 に ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ を 加 え る と 質 量 は さ ら に 324.1減 少 し た が 、 こ れ は 新 生 鎖 か ら 2つ の ガ ラ ク ト ー ス 残 基 が
切 断 さ れ た こ と に 起 因 す る （ 図 6Cお よ び 図 7） 。 最 後 に 、 試 料 を N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ニ
ダ ー ゼ で 処 理 す る こ と に よ り 、 2つ の N-ア セ チ ル グ ル コ サ ミ ン 残 基 の 喪 失 に 一 致 す る 質 量
減 少 が 起 こ っ た （ 図 6Dお よ び 図 7） 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 こ れ ら の 結 果 は 、 本 方 法 が PSAに 由 来 す る N結 合 型 グ リ カ ン の 組 成 の 決 定 に 応 用 で き る こ
と を 実 証 し て い る 。 ま た 、 酵 素 の 特 異 性 お よ び 酵 素 処 理 時 に 観 察 さ れ る 質 量 シ フ ト に 基 づ
い て 、 未 知 オ リ ゴ 糖 の 配 列 を 決 定 す る こ と も で き る 。 す な わ ち 明 瞭 な オ リ ゴ 糖 構 造 を 未 知
試 料 に 割 り 当 て る こ と が で き る 。 こ れ ら の 結 果 は 、 本 方 法 が 、 質 量 ア イ デ ン テ ィ テ ィ 関 係
の 割 り 当 て に 必 要 な 構 造 情 報 を 提 供 す る の に 役 立 つ こ と を 裏 付 け て い る 。 ま た 、 こ の 実 験
は 、 1マ イ ク ロ グ ラ ム 未 満 の 量 、 す な わ ち イ ン ビ ボ 試 料 か ら 入 手 で き る 量 の 材 料 で 成 し 遂
げ ら れ た こ と か ら 、 こ れ ら の 方 法 を 生 理 学 的 試 料 に 応 用 で き る こ と が 実 証 さ れ た 。 同 様 の
方 法 を 使 っ て 、 任 意 の 標 的 タ ン パ ク 質 、 例 え ば AFPお よ び CEAの 糖 タ ン パ ク 質 を 決 定 す る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
実 施 例 4
正 常 個 体 お よ び 癌 患 者 に 由 来 す る PSA糖 タ イ プ の 比 較
　 前 立 腺 癌 を 患 っ て い る 個 体 の PSAを 、 図 8Aに 概 説 し た よ う に 、 1mLの 血 清 試 料 か ら 単 離 し
た 。 簡 単 に 述 べ る と 、 低 ア フ ィ ニ テ ィ ー ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗 体 （ Scripps Labs、 カ リ フ ォ ル
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ニ ア 州 サ ン デ ィ エ ゴ ） で 被 覆 し た 磁 気 ビ ー ズ （ Millipore Corp.） 上 に PSAを 捕 捉 し た 。 10
0％ ア セ ト ニ ト リ ル /0.1％ TFA溶 液 で PSAを 溶 出 し 、 そ の ま ま 解 析 す る か 、 ま た は 消 化 後 に
グ リ カ ン を 別 個 に 解 析 し た 。 免 疫 精 製 後 の 典 型 的 な 収 率 は 、 抗 PSA ELISAに よ る 測 定 で 、 6
0～ 80％ だ っ た （ 表 2） 。 一 部 の 実 験 で は 、 PSAタ ン パ ク 質 ＋ グ リ コ シ ル 化 を 、 実 施 例 2で 概
説 し た よ う に 、 MALDI MSで 直 接 解 析 し た 。 こ れ ら の 実 験 で は 、 癌 患 者 由 来 の PSAが 複 数 の
物 体 か ら な り 、 そ の 多 く は 28.5kDaよ り 大 き い 分 子 質 量 を 持 っ て い た 。 あ る い は 、 PSAの グ
リ コ シ ル 化 を 、 酵 素 的 手 段 （ 実 施 例 3に 記 載 し た よ う に PNGaseを 使 用 ） ま た は 化 学 的 手 段
（ 実 質 上 、 Wolff et al. Prep Biochem Biotechnol. 29 (1): 1-21 (1999)に 記 載 さ れ て
い る と お り に 、 ヒ ド ラ ジ ン 分 解 を 使 用 ） に よ っ て 切 断 し た 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
　 PNGaseに よ る 消 化 後 の 解 析 結 果 を 図 8Bに 示 す 。 癌 を 有 す る 個 体 か ら 得 た 試 料 中 の PSAの N
結 合 型 グ リ カ ン の 直 接 解 析 は 、 そ れ が 正 常 PSA（ す な わ ち 癌 を 有 さ な い 正 常 個 体 か ら 得 た
試 料 中 の PSA、 図 6Aと 図 8Bを 比 較 す る こ と ） 中 に 見 い だ さ れ る も の と は 同 じ で な く 、 よ り
高 度 な 分 岐 お よ び 他 の 修 飾 を 有 す る 分 子 種 を 有 す る こ と （ す な わ ち 、 正 常 個 体 か ら 得 た 試
料 中 に は 存 在 し な い 図 8Bの 約 3300の ピ ー ク を 参 照 ） を 示 し た 。 完 全 な PSA糖 タ ン パ ク 質 と
単 離 さ れ た グ リ カ ン の 質 量 を 両 方 と も 調 べ た と こ ろ 、 癌 試 料 か ら 得 ら れ る PSAの 糖 型 は 、
（ 1） 癌 に お け る PSA糖 型 が よ り 高 度 な 分 岐 お よ び シ ア ル 酸 を 有 す る こ と 、 （ 2） 癌 に お け
る PSA糖 型 が 異 な る フ コ シ ル 化 構 造 を 有 す る こ と 、 お よ び （ 3） 癌 由 来 の PSA中 の ア ン テ ナ
ア ー ム の 鎖 長 が 正 常 個 体 に お け る も の と は 異 な る こ と を 含 め て 、 い く つ か の 重 要 な 相 違 を
持 っ て い る こ と が 明 ら か に な っ た 。 癌 患 者 か ら 得 た い く つ か の 試 料 は 、 不 適 切 に 加 工 さ れ
た 低 分 子 量 グ リ カ ン も 示 す （ 図 8C） 。 完 全 な グ リ カ ン お よ び 単 離 さ れ た グ リ カ ン の こ れ ら
の 2つ の 解 析 が 、 別 個 の 、 し か し 相 補 的 な 情 報 を 与 え た と い う 事 実 に 注 目 す べ き で あ る 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 （ 表 ２ ） 癌 患 者 の 血 清 か ら の PSAの 典 型 的 収 率
　
　
　
　
　
　
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 本 発 明 を そ の 詳 細 な 説 明 と 共 に 記 述 し た が 、 上 記 の 説 明 は 、 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 に よ っ
て 定 義 さ れ る 本 発 明 を 例 示 し よ う と す る も の で あ っ て 、 本 発 明 を 限 定 す る も の で は な い こ
と を 理 解 す べ き で あ る 。 他 の 局 面 、 利 点 お よ び 変 更 も 、 本 願 特 許 請 求 の 範 囲 に 包 含 さ れ る
。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ９ ３ 】
【 図 １ 】 正 常 前 立 腺 血 清 抗 原 （ PSA） 上 に 存 在 す る グ リ カ ン 構 造 の 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 N結 合 型 糖 の 基 本 分 岐 パ タ ー ン の 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 PSAの 分 岐 パ タ ー ン に 関 す る 質 量 -ア イ デ ン テ ィ テ ィ 関 係 を 表 す 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 正 常 PSAお よ び 形 質 転 換 PSA（ LNCaP細 胞 由 来 ） か ら 得 ら れ る オ リ ゴ 糖 の PAGE解 析
の 結 果 を 示 す ゲ ル の 写 真 で あ る 。 ANTS標 識 試 料 を ゲ ル 電 気 泳 動 に よ っ て 分 離 し た 。 レ ー ン
1、 デ キ ス ト ラ ン 標 準 品 （ Glyko） ； レ ー ン 2、 フ コ ー ス を 含 ま な い ア シ ア ロ 二 本 鎖 オ リ ゴ
糖 ； レ ー ン 3、 フ コ ー ス を 含 む ア シ ア ロ 二 本 鎖 オ リ ゴ 糖 ； レ ー ン 4、 ア シ ア ロ 三 本 鎖 オ リ ゴ
糖 マ ー カ ー （ 2,2,6） ； レ ー ン 5、 シ ア リ ダ ー ゼ で 処 理 し た 正 常 PSA由 来 の オ リ ゴ 糖 ； レ ー
ン 6、 形 質 転 換 PSAか ら 放 出 さ れ た オ リ ゴ 糖 。
【 図 ５ 】 正 常 ヒ ト 血 清 由 来 の 全 PSAの 質 量 分 析 図 で あ る 。
【 図 ６ 】 A： PSAか ら 精 製 さ れ た 無 傷 の グ リ カ ン の 質 量 分 析 図 で あ る 。 B： PSAか ら 精 製 さ れ
た シ ア リ ダ ー ゼ 処 理 グ リ カ ン の 質 量 分 析 図 で あ る 。 C： PSAか ら 精 製 さ れ た ガ ラ ク ト シ ダ ー
ゼ 処 理 グ リ カ ン の 質 量 分 析 図 で あ る 。 D： PSAか ら 精 製 さ れ た ヘ キ ソ サ ミ ニ ダ ー ゼ 処 理 グ リ
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カ ン の 質 量 分 析 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 図 6A～ 6Dに 示 す 質 量 分 析 プ ロ フ ァ イ ル か ら 決 定 さ れ る PSAの グ リ カ ン の 構 造 を 表
す 図 で あ る 。
【 図 ８ 】 A： 血 液 か ら PSAを 精 製 す る 方 法 を 示 す フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 B:癌 患 者 由 来 の PS
Aか ら 単 離 さ れ た グ リ カ ン の 質 量 分 析 図 で あ る 。

【 図 １ 】

【 図 ２ 】

【 図 ３ 】

【 図 ４ 】

【 図 ５ 】
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【 図 ６ 】

【 図 ７ 】

【 図 ８ 】
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